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1  Zusammenfassung 
Jährlich sterben in Deutschland etwa 43.000 Menschen an Lungenkrebs. Es ist die am häu-
figsten tödlich verlaufende Krebserkrankung auf der Nordhalbkugel. 20-25% dieser Tumore 
sind neuroendokriner Genese und können als bronchopulmonale neuroendokrine Neoplasien 
(BP-NEN) bezeichnet werden. Sie stellen eine heterogene Tumorgruppe dar, welche wiede-
rum in die Typischen Karzinoide (TC) (low-grade) mit günstiger Prognose, die Atypischen 
Karzinoide (AC) (intermediate-grade) sowie die schlecht-differenzierten Kleinzelligen Bronchi-
alkarzinome (SCLC) und Großzelligen neuroendokrinen Bronchialkarzinome (LCNEC) (high-
grade) mit aggressivem Krankheitsverlauf unterteilt werden können. Die BP-NEN sind nur 
unzureichend charakterisiert, sodass die molekulare Basis für einige diagnostische und thera-
peutische Interventionen fehlt. Ziel dieser Arbeit war es daher, die BP-NEN auf Marker mit 
vorwiegend klinischer Relevanz hin zu untersuchen, um den Patienten neue Behandlungs-
möglichkeiten zu eröffnen.  
Durch eine Kooperation mit der Zentralklinik Bad Berka, einem ENETS Center of Excellence, 
wurden für die vorliegende Studie Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete Tumorproben mit 
den dazugehörigen klinischen Daten von insgesamt 115 BP-NEN-Patienten (26 TC, 30 AC, 
52 SCLC, 7 LCNEC) zur Verfügung gestellt. Diese wurden zum einen auf Proteinebene durch 
eine Immunhistochemie (IHC) und zum anderen auf mRNA-Ebene durch eine qRT-PCR auf 
die Somatostatinrezeptoren (SSTR) 1, 2A, 3, 4, 5 sowie die Proliferationsmarker Ki-67, To-
poisomerase 2 alpha (TOP2A) und RacGAP1 untersucht. 
SSTR sind in den gastoenteropankreatischen neuroendokrinen Neoplasien (GEP-NEN) be-
reits fester Bestandteil in der Diagnose (SSTR-basierte PET/CT oder -Szintigrafie) und The-
rapie (pharmakologisch mit Somatostatin-Analoga (SSA) und Peptidrezeptor-vermittelter Ra-
dionuklid-Therapie). Den BP-NEN-Patienten hingegen stehen diese Möglichkeiten bislang 
nicht zur Verfügung, da die molekulare Grundlage hierfür fehlte. In der vorliegenden Arbeit 
konnte nun gezeigt werden, dass v.a. SSTR1, SSTR2A und SSTR5 sowohl auf Protein-, als 
auch auf mRNA-Ebene in ausreichender Menge in den betrachteten TC und AC, aber uner-
wartet auch in den SCLC exprimiert werden (Positivität jeweils ∼50%), sodass die oben ge-
nannten Diagnose- und Therapieansätze ebenfalls in allen BP-NEN-Entitäten angewendet 
werden können. Nach einer vorausgehenden SSTR-Subtypen-Stratifizierung sollten im Falle 
einer SSTR2A-Expression die herkömmlichen SSA wegen des günstigeren Nebenwirkungs-
profils gewählt und bei den übrigen SSTR-positiven Fällen Pan-SSA eingesetzt werden. Eine 
Besonderheit stellte sich für den SSTR1 heraus: Er war in 80% der TC / AC, in SCLC hinge-
gen kaum bis gar nicht exprimiert, sodass dieser Rezeptorsubtyp als zusätzlicher histopatho-
logischer Cut-off-Marker zur Abgrenzung der AC von den SCLC dienen könnte. Somit ergab 





gute prognostische Aussagekraft, indem steigende SSTR1-Werte mit einem signifikant besse-
ren Patientenüberleben korrelieren. 
Durch die verschiedenen SSTR-Bindungsspektren neuer SSA wird die vorherige Bestimmung 
des Rezeptor-Profils eines Patienten immer bedeutender. Da die SSTR-Expression heterogen 
ist, die IHC-Evaluierung in den bisherigen Studien aber stark variiert, ist eine standardisierte 
Aussage zu daraus resultierenden Interventionen schwer möglich. Deshalb war ein weiteres 
Ziel dieser Arbeit, drei bewährte Scoring-Systeme miteinander zu vergleichen. Trotz guter 
Korrelationen zwischen allen Scores, war der IRS überlegen, da er im Vergleich zum 
HER2/neu-Score die Färbeintensität und die prozentualen Anteile der gefärbten Tumorareale 
einbezieht und im Gegensatz zum H-Score dennoch praktikabel im Handling bleibt. 
Die Klassifikation und das Grading der BP-NEN befinden sich derzeit in einer Optimierungs-
phase. Hierfür wird die Eignung des Ki-67-Labeling-Indexes seit geraumer Zeit aufgrund vieler  
offener Fragen kontrovers diskutiert. Auf diese sollte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nä-
her eingegangen werden: Zur Problematik der optimalen Auswertungsmöglichkeit zeigte sich, 
dass die manuell-visuelle Evaluierung der IHC-Präparate zwar am geläufigsten ist, für eine 
standardisierte Aussage jedoch ein einheitliches Auswertungssystem benötigt wird. Die häufig 
verwendete Evaluierung von 2000 Tumorzellen in den Hotspot-Arealen bei 400-facher Ver-
größerung zeigte dabei gute Ergebnisse. Die automatisierte Auswertung der IHC-Präparate 
muss für deren klinischen Einsatz noch optimiert werden. Als eine neue vielversprechende 
Methodik stellte sich die Ki-67-mRNA-Quantifizierung mit einer qRT-PCR heraus.  
In Bezug auf die Frage nach optimalen Cut-off-Werten zwischen den BP-NEN-Entitäten erga-
ben sich in der manuell-visuellen Ki-67-Evaluierung Grenzwerte von 1,5% zwischen TC und 
AC sowie 19% / 23,5% zwischen AC und SCLC / LCNEC. Diese Werte sind vergleichbar mit 
denen der GEP-NEN. Schließlich wird für die BP-NEN ein dreifach-gestütztes Gradingsystem 
vorgeschlagen, welches die Ki-67-Auswertung beinhaltet und in grenzwertigen Fällen ergän-
zend die Auszählung der Mitoserate und die Ermittlung des Nekroseausmaßes einbezieht. 
Bei der Betrachtung der TOP2A und des RacGAP1 stellte sich heraus, dass sich die erstere 
im Vergleich zum Ki-67 lediglich durch den Vorteil einer prädiktiven Aussage zu einer TOP2-
basierten Therapie absetzt. Das RacGAP1 zeigte sich sowohl in der Literatur, als auch in die-
ser Studie als ein neuer Marker mit vielen Tumor-promovierenden Eigenschaften, der im Ver-
gleich zu den beiden anderen Markern auf Proteinebene eine noch bessere prognostische 
Aussagekraft v.a. bei SCLC-Patienten hat. 
Zusammenfassend konnte das Wissen über den molekularen Status der BP-NEN in der vor-
liegenden Arbeit erweitert werden, so dass den Patienten zukünftig verbesserte Diagnostiken 
und Therapien ermöglicht werden können. Dabei bietet die Arbeit ein gutes Beispiel für die 
Relevanz der individualisierten Medizin, indem bewährte und moderne molekulare in-vitro-
Techniken als Grundlage für eine in-vivo-Diagnostik und -Therapie dienen. 




2  Einleitung 
2.1 Bronchopulmonale neuroendokrine Neoplasien 
2.1.1 Einordnung in die neuroendokrinen Neoplasien 
Bei den neuroendokrinen Neoplasien (NEN) handelt es sich um eine Gruppe von malignen 
Tumoren, welche aus dem disseminierten neuroendokrinen System des Körpers hervorgehen 
und die Fähigkeit besitzen, Hormone zu produzieren. Trotz ähnlicher morphologischer Eigen-
schaften unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer Biologie, Funktionalität, Entwicklungsmecha-
nismen, Histologie, Genetik und Prognose (Cordoba-Chacon et al. 2010, Duran-Prado et al. 
2010). NEN treten vorwiegend sporadisch auf, können aber auch Teil eines hereditären Tu-
morsyndroms wie der MEN Typ I-IV (Multiple endokrine Neoplasie Typ I-IV) oder des Morbus 
von Hippel-Lindau sein (Klöppel 2007, Klimstra 2013). Sie können in funktionelle und nicht-
funktionelle Tumore eingeteilt werden, wobei die ersteren in der Lage sind, bioaktive Amine 
und Hormone zu produzieren, zu speichern und zu sezernieren. Diese können dann auf die 
jeweilige Substanz bezogene Symptome hervorrufen. Unter diesen sogenannten paraneo-
plastischen Syndromen ist das Karzinoid-Syndrom das bekannteste und in NEN am häufigs-
ten vorkommende. Es verursacht durch eine Serotonin-Überproduktion charakteristische 
Symptome mit Diarrhoen, Flushes, Trikuspidalklappeninsuffizienz sowie Bronchialspasmen 
(Gustafsson et al. 2008b, Siddiqui 2010, Feelders et al. 2012).  
Obwohl Oberndorfer 1907 den Begriff des „benignen“ Karzinoids prägte (Oberndorfer 1907), 
stellte sich im Laufe der Zeit heraus, dass NEN in allen Dignitäts- und Differenzierungsgraden 
existieren, welche ein unterschiedliches diagnostisches Vorgehen erfordern, um die große 
prognostische Spannweite abwägen zu können. Es wurde eine Reihe an Versuchen unter-
nommen, diese heterogene Tumorgruppe einzuteilen und zu benennen, sodass eine Fülle an 
diagnostischen Begriffen, Klassifikationssystemen und Tumorsynonymen existiert (Pavel et al. 
2013, Toumpanakis und Caplin 2013). Die World Health Organization (WHO), die European 
Neuroendocrine Tumor Society (ENETS), das American Joint Committee on Cancer (AJCC) 
und die North American Neuroendocrine Tumor Society (NANETS) haben sich das Ziel ge-
setzt, ein einheitliches System bezüglich Einteilung, Grading und Staging zu finden (Klimstra 
2013). 
Aufgrund der diffusen Verteilung des neuroendokrinen Systems können NEN in einer Vielzahl 
an anatomischen Lokalisationen im Körper auftreten. Williams und Sandler erstellten diesbe-
züglich eine auf der Embryogenese basierende Gliederung der NEN in Vorderdarm-Tumore 
(lokalisiert in Thymus, Lunge, Bronchien, Speiseröhre, Magen, Bauchspeicheldrüse, Zwölffin-
gerdarm, oberem Jejunum), Mitteldarm-Tumore (in Dünndarm, Dickdarm, aufsteigendem Ko-




lon befindlich) und Hinterdarm-Tumore (auftretend in Querkolon, absteigendem Kolon, Rek-
tum) (Williams und Sandler 1963, Pavel et al. 2013). Die jeweiligen Inzidenzen sind in Abbil-




Abbildung 1: Inzidenzen von neuroendokrinen Neoplasien, bezogen auf die Lokalisation.  
Die gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Neoplasien sind in Blau, die neuroendokrinen Ne-
oplasien in Lunge / Thymus in Rot und sonstige neuroendokrine Neoplasien in Grün dargestellt.  
 
 
Wie aus Abbildung 1 ersichtlich wird, ist das Vorkommen von NEN im Gastrointestinaltrakt mit 
circa 67%, gefolgt vom Bronchialtrakt mit etwa 30%, am häufigsten (Modlin et al. 2003, 
Bertino et al. 2009). Obwohl diese Tumorklasse selten ist, wird eine steigende Inzidenz von 
NEN beschrieben (Taal und Visser 2004, Gustafsson et al. 2008a, Toumpanakis und Caplin 
2013). So machen gastroenteropankreatische NEN (GEP-NEN) und bronchopulmonale NEN 
(BP-NEN) etwa 2% aller malignen Tumorentitäten aus (Taal und Visser 2004, Yao et al. 2008, 
Casciano et al. 2013, Maschmeyer et al. 2015). Viele gesicherte Studien liegen zur Diagnose 
und Therapie von GEP-NEN vor, wohingegen die Datenlage zu BP-NEN noch unzureichend 
ist (Toumpanakis und Caplin 2013). 
 
2.1.2 Definition der bronchopulmonalen neuroendokrinen Neoplasien 
Der erste Bericht über einen bronchopulmonalen neuroendokrinen Tumor wurde vermutlich 
durch R. Laennec (1781-1826) niedergeschrieben und im Jahr 1831 publiziert (Gustafsson et 
al. 2008b). Es handelt sich hierbei um eine Gruppe maligner bronchopulmonaler Neoplasien, 
welche aus endokrinen Zellen des Respirationstraktes entstammen und hinsichtlich ihrer 
grundlegenden charakteristischen mikroskopischen, morphologischen Eigenschaften den 
neuroendokrinen Tumoren des gesamten Körpers ähneln (Klöppel 2007, Gustafsson et al. 
2008b). Immunhistochemisch können neuroendokrine Marker (Chromogranin A, Synaptophy-













gewiesen werden. Tumore des Vorderdarms, wie auch die BP-NEN, weisen jedoch typi-
scherweise einen geringeren Serotonin-Gehalt und somit seltener das Auftreten eines Kar-
zinoid-Syndroms bzw. paraneoplastischen Syndroms (etwa 3% der BP-NEN) auf als GEP-
NEN (Gustafsson et al. 2008b, Siddiqui 2010, Hörsch et al. 2012). 
BP-NEN nehmen innerhalb aller Lungentumore einen Anteil von etwa 20% ein (Hörsch et al. 
2012). Aufgrund der meist guten Prognose ergibt sich eine beträchtliche Prävalenz. Es er-
kranken deutschlandweit etwa 450-750 Patienten pro Jahr und die derzeitige Prävalenz wird 
auf circa 5000 Patienten geschätzt (Gustafsson et al. 2008b). In den letzten Jahren wurde 
jedoch eine ansteigende Inzidenz registriert, welche in den Vereinigten Staaten laut SEER-
Register (Surveillance, Epidemiology and End Results-Register) um etwa 6% pro Jahr zu-
nimmt. Das durchschnittliche Erkrankungsalter beträgt etwa 50-56 Jahre und liegt somit eine 
Dekade unter den nicht-neuroendokrinen Lungentumoren (Hörsch et al. 2012). 
NEN des Bronchialbaums können sowohl zentral an den Bronchien, als auch peripher im 
Lungengewebe auftreten (Gustafsson et al. 2008b, Siddiqui 2010). Ihre Lokalisation hat Aus-
wirkungen auf die Anzeichen und Symptome sowie die Diagnoseverfahren und das Staging. 
Dabei äußern sich zentral gelegene Tumore anhand mechanischer, unspezifischer Erschei-
nungen wie Husten, Schmerzen im Brustraum, blutige Auswürfe oder Atemnot (Bertino et al. 




Trotz gemeinsamer Eigenschaften können die BP-NEN in 4 Tumorentitäten unterteilt werden, 
welche sich u.a. hinsichtlich ihrer Dignität und Differenzierung unterscheiden. Verschiedene 
Klassifizierungssysteme wurden im Laufe der Zeit hierfür entwickelt (Hörsch et al. 2012). 
Durchgesetzt hat sich letztlich die auf Travis et al. basierende WHO-Einteilung aus dem Jahre 
2004, welche auch in der neuen 2015er WHO-Klassifikation bestehen bleibt. Hier wird zwi-
schen Typischen Karzinoiden (TC) als low-grade-Tumore, Atypischen Karzinoiden (AC) als 
intermediate-grade sowie neuroendokrinen Karzinomen vom großzelligen (LCNEC) und klein-
zelligen Typ (SCLC), welche beide als high-grade-Tumore eingestuft werden, unterschieden. 
Gemischte oder kombinierte neuroendokrine Karzinome (SCLC mit LCNEC oder SCLC bzw. 
LCNEC mit Adenokarzinom bzw. Plattenenepithelkarzinom) treten gelegentlich auf (Hörsch et 
al. 2012, Caplin et al. 2015, Schnabel und Junker 2015).  
 




2.1.3.1 Typische Karzinoide 
TC gehören mit den AC zu den Lungen-Karzinoiden. Sie sind die am besten differenzierten 
BP-NEN mit der günstigsten Prognose und umfassen etwa 2% aller Lungenmalignitäten, je-
doch 80-90% der Lungen-Karzinoide. Sie wachsen langsam und sind in 75% der Fälle zentral 
lokalisiert. Makroskopisch zeigen sie sich unauffällig als knotenförmige Masse, welche unter-
halb des Bronchialepithels als glatt begrenzte, gut vaskularisierte Raumforderung wächst 
(Cerilli et al. 2001, Fink et al. 2001, Jeung et al. 2002). Metastasen treten bei TC selten auf 
und betreffen in der Regel die regionalen Lymphknoten. Nur in Ausnahmefällen werden Meta-
stasierungen in entfernte Organe wie Leber oder Knochen beschrieben (Fink et al. 2001, 
Gustafsson et al. 2008b). Die 5- und 10-Jahres-Überlebensraten sind bei TC mit 87-100% 
bzw. 87-93% dementsprechend hoch (Hörsch et al. 2012). 
 
 




Abbildung 3: Typisches Karzinoid 2. Rosettenartiges 




Auf histologischer Ebene sind bei den TC die Tumorzellen in Nestern oder trabekulären Ban-
den angeordnet. Typische rosettenförmige, mikroazinäre, organoide oder drüsige Strukturen 
können auftreten. TC zeigen keine Nekrose. Die Tumore sind von vielen Kapillaren durchzo-
gen, denen Tumorzellen anhängen (Abbildungen 2 und 3). 
Die einzelnen Tumorzellen sind in der Regel 15-20 μm groß und durch ihre plasmazytoide, 
teilweise auch lymphoide Erscheinung gekennzeichnet. Das Zytoplasma ist mäßig bis karg 
vorhanden und weist eine feine Granularität auf (Siddiqui 2010). Es kommt kein Nuclear Mol-
ding vor. Das Chromatin zeigt die typische „Pfeffer- und Salz“-Struktur. Eine mitotische Aktivi-
tät ist gering bis gar nicht vorhanden (WHO: 1-2 Mitosen / 10 High-power Fields (HPF)) 
(Anderson et al. 1990). 




2.1.3.2 Atypische Karzinoide 
AC treten selten auf und umfassen 0,1-0,2% aller Lungenmalignitäten bzw. 10-20% der Lun-
gen-Karzinoide (Jacobs et al. 2014). Sie nehmen eine Zwischenstellung zwischen TC und 
SCLC ein und können als mittelmäßig differenzierte Neoplasien mit einer etwas erhöhten 
Proliferationsrate (2-10 Mitosen / 10 HPF) beschrieben werden. Im Vergleich zu den TC 
wachsen sie schneller und aggressiver und metastasieren in 40-50% der Fälle in regionale 
Lymphknoten sowie in 20-30% der Fälle in entfernte Organe (Leber, Skelett, ZNS, Haut, 
Mamma) (Gustafsson et al. 2008b, Bertino et al. 2009, Siddiqui 2010). Ihre 5- / 10-Jahres-
Überlebensrate beträgt 40-59% bzw. 31-59% (Hörsch et al. 2012). AC sind meist peripher 
lokalisiert. Das mediane Alter einer Erstdiagnose liegt bei etwa 63 Jahren und ähnelt damit 
dem der nicht-neuroendokrinen Lungentumore. Zum Zeitpunkt der Diagnose werden bei AC, 
ebenso wie bei den TC, niedrigere Tumorstadien festgestellt (Modlin et al. 2003).  
 
 
Abbildung 4: Atypisches Karzinoid 1. Hämatoxylin-
Eosin-Färbung, 400-fache Vergrößerung. 
 
Abbildung 5: Atypisches Karzinoid 2. Hämatoxylin-
Eosin-Färbung, 400-fache Vergrößerung. 
 
 
Atypische Karzinoide sind zytologisch sehr heterogen, da sie charakteristische Merkmale der 
TC sowie SCLC aufweisen. Ähnlich den TC treten gelegentlich rosettenartige, azinöse Struk-
turen und Zellpalisaden auf, jedoch erscheinen diese in den AC oft als Begleiter einer punktu-
ellen Nekrose. Vaskuläre und lymphatische Invasionen kommen vor. Die Zellen sind plasma-
zytoid mit kargem bis mäßigem homogenem Zytoplasma. Es erscheinen hier vielgestaltige 
Tumorzellen, mit runder, ovaler bis spindelförmiger Form von mittlerer Größe und mit ver-
schieden großen atypischen Zellkernen (Abbildungen 4 und 5) (Siddiqui 2010). „Salz- und 
Pfeffer“-Chromatin, Hyperchromasie und Nuclear Molding kommen vor. In der Regel sind auf-
fällige Nucleoli erkennbar (Arrigoni et al. 1972). 




2.1.3.3 Kleinzellige Bronchialkarzinome 
SCLC treten unter den BP-NEN am häufigsten auf und machen etwa 20% aller Lungenmalig-
nitäten aus. Ihr klinisches Verhalten ist, ebenso wie bei den LCNEC, äußerst aggressiv und 
resultiert in einer geringen Überlebenszeit (Warren et al. 1989, Dresler et al. 1997, Travis et 
al. 1998). SCLC zeigen eine ausgeprägte Metastasierung, welche in der Regel bereits zum 
Zeitpunkt der Erstdiagnose weit fortgeschritten ist. Typische Organe für Metastasen sind ne-
ben der Lunge und den Lymphknoten (60-75%) besonders die Knochen (10-38%), die Leber 
(17-34%), die Nebennieren (10-17%) und das Gehirn (> 14%) (Gustafsson et al. 2008b). In 
manchen Fällen können die Metastasen sogar größer sein als der Primärtumor und klinisch 
auffällige Symptome hervorrufen (Gustafsson et al. 2008b). Meistens werden die Patienten 
jedoch durch Atembeschwerden auffällig, da diese Tumore in der Regel zentral wachsen. 
Patienten mit einem SCLC haben eine sehr schlechte Prognose und weisen eine 5- und 10-
Jahres-Überlebensrate von lediglich 9% bzw. 5% auf (Gustafsson et al. 2008b). SCLC werden 
häufig mit einem Nikotinabusus assoziiert: 80% der männlichen SCLC-Patienten sind Rau-
cher (Fink et al. 2001, Siddiqui 2010). Aufgrund veränderter Rauchgewohnheiten konnte bei 
Frauen in den letzten 30 Jahren eine stetig steigende Inzidenz erfasst werden, obwohl diese 
Tumorentität vorwiegend bei Männern auftritt (Siddiqui 2010). Das mediane Erkrankungsalter 
liegt zwischen 60 bis 70 Jahren (Jacobs et al. 2014).  
 
 
Abbildung 6: Kleinzelliges Bronchialkarzinom. Ha-
ferkornförmige Zellen. Hämatoxylin-Eosin-Färbung, 
400-fache Vergrößerung. 
 
Abbildung 7: Azopardi-Effekt. Nekrotisches Areal 
eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms mit einem von 
basophiler DNA umgebenen Blutgefäß (Azopardi-




Histologisch sind diese Tumore entdifferenziert. Verschiedenartige kleine Zellen mit hafer-
kornförmiger, runder, ovaler, spindelartiger oder polygonaler Gestalt und stark variierender 




Zellgröße sind zu erkennen. Die Zellen sind ungeordnet und durch dünne fibrinartige Septen 
getrennt (Abbildung 6). Organoides Wachstumsverhalten sowie Trabekel und Pseudorosetten 
treten in SCLC nicht auf, dafür zeigen sich ausgeprägte Nekrosen. Die dabei freigesetzte 
basophile DNA der zerstörten Tumorzellkerne haftet an Blutgefäßen und wird bei einer Häma-
toxylin-Färbung gut sichtbar. Dieser sogenannte Azopardi-Effekt ist für SCLC typisch und in 
Abbildung 7 gut zu erkennen. 
Die einzelnen Tumorzellen haben wenig Zytoplasma. Die Nuclei sind rund und oval vesikulär, 
mit dicht granuliertem oder auch verschmiertem Chromatin. Sie sind durch eine starke Hyper-
chromasie gekennzeichnet. Nucleoli sind abwesend oder kaum sichtbar. Die mitotische Aktivi-
tät ist mit durchschnittlich 60-80 Mitosen pro 2 mm2 extrem hoch (Siddiqui 2010, Schnabel 
und Junker 2015). Nuclear Molding und Quetschartefakte sind typische Erscheinungen 
(Beasley et al. 2005). 
2.1.3.4 Großzellige neuroendokrine Bronchialkarzinome 
Mit < 1% aller Lungentumore stellen die LCNEC eine sehr seltene Tumorentität dar, weshalb 
auch wenige umfassende Studien zu ihnen existieren (Pelosi et al. 2015). In ihrer Aggressivi-
tät verhalten sie sich ähnlich den SCLC und weisen ebenfalls hohe Metastasierungsraten und 
geringe 5- / 10-Jahres-Überlebensraten mit 27% bzw. 9% auf. Die LCNEC werden überwie-
gend in peripherer Lage diagnostiziert (Gustafsson et al. 2008b). Sie treten vor allem in der 




Abbildung 8: Großzelliges neuroendokrines Bron-
chialkarzinom 1. Hämatoxylin-Eosin-Färbung, 400-
fache Vergrößerung. 
 
Abbildung 9: Großzelliges neuroendokrines Bron-








Wie der Name bereits aussagt, werden mikroskopisch besonders große Tumorzellen (dreimal 
größer als die Zellen der SCLC) in den LCNEC beschrieben. Sie lassen sich anhand gewisser 
histologischer Kriterien erkennen: Erstens weisen sie die typischen neuroendokrinen morpho-
logischen Eigenschaften mit organoidem, rosettenartigem, trabekluärem oder palisadenarti-
gem Wachstumsverhalten auf (Abbildung 8 und 9). Zweitens zeigen sie mehr als 11 Mitosen 
pro 2 mm2. Ausgeprägte nekrotische Areale mit Quetschartefakten und vereinzelten freien 
Zellkernen, die den Tumor durchziehen, sind das dritte Charakteristikum. Die Nucleoli sind 
fast immer sichtbar und Nuclear Molding wird teilweise beschrieben (Siddiqui 2010, Tokuyasu 
et al. 2011, Schnabel und Junker 2015). 
 
2.1.4 Diagnostik 
Für die Diagnosestellung bronchopulmonaler neuroendokriner Tumore ist die Unterscheidung 
in die verschiedenen Tumorentitäten und das Tumorstaging relevant, da so die korrekte Aus-
sage zur Prognose und die richtigen Maßnahmen zur Therapie getroffen werden können. Es 
eignet sich die Kombination eines Übersichtsverfahrens mit einer genauen Schnittbildgebung 
(Bertino et al. 2009). Die Abbildung 10 zeigt den diagnostischen Algorithmus bei BP-NEN: 
Wird ein pulmonaler Knoten festgestellt / vermutet, stellt man zunächst das Ausmaß der Er-
krankung mittels bildgebender Übersichtsverfahren dar. Zu den am häufigsten angewendeten 
Verfahren zählen hierbei die Computertomographie (CT), die Magnetresonanztomographie 
(MRT), die Somatostatinrezeptor-Szintigrafie (SRS) und die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) (Feelders et al. 2012). Weist der Patient hormonelle Symptome auf, die 
einen NEN vermuten lassen, erfolgt daraufhin oder bereits im Vorfeld eine laborchemische 
Diagnostik auf Tumormarker anhand von Blut- / Urinproben. Der wichtigste Biomarker ist da-
bei das Chromogranin A (CgA), das in etwa 75% der AC und TC sowie in etwa 60% der 
SCLC im Plasma nachgewiesen werden kann und eine Nachweis-Sensitivität und -Spezifität 
von 70% bis 100% aufweist (Gustafsson et al. 2008b, Phan et al. 2010, Siddiqui 2010). Die 
Erfassung der Neuronenspezifischen Enolase (NSE) in BP-NEN wird kontrovers diskutiert 
(Seregni et al. 2001, Taupenot et al. 2003, Hörsch et al. 2012, Braga et al. 2013, Schnabel 
und Junker 2015). Ein positiver Nachweis der 5-Hydroxyindolessigsäure, als Abbauprodukt 
des Serotonins, im Urin weist auf ein Karzinoid-Syndrom hin. Weitere mögliche Biomarker bei 
funktionellen Tumoren können z.B. das Adrenocorticotropin (ACTH), Cortisol, Growth Hormo-
ne Releasing Hormone (GHRH) und der Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) sein (Phan et al. 
2010, Oberg et al. 2012, Caplin et al. 2015). 
Bei positiven Befunden werden invasive oder minimalinvasive Eingriffe (fiberoptische Bron-
choskopie mit bronchialer oder transbronchialer Biopsie bzw. CT-geführte percutane transtho-
rakale Feinnadelbiopsie) durchgeführt, um Proben für die histopathologische Verifizierung zu 




gewinnen (Morandi et al. 2006, Galvan et al. 2010, Phan et al. 2010, Hörsch et al. 2012). Für 
das Grading werden die Mitoserate und das Ausmaß an Nekrosen bestimmt. Aufgrund der 
hohen Variabilität der zytologischen Eigenschaften sollten diese Tumore, wenn möglich, ope-
rativ entfernt und daraufhin genauer histologisch untersucht werden (Arrigoni et al. 1972). 
Immunhistochemisch werden hierfür Marker wie CgA, Synaptophysin, Somatostatinrezepto-
ren, Thyroid-Transkriptionsfaktor 1 oder CD56 betrachtet (Travis 2010, Feelders et al. 2012, 
Hörsch et al. 2012). 
 
 
Abbildung 10: Diagnostischer Algorithmus bei BP-NEN.  
PET/CT – Computertomographie / Positronen-Emissions-Tomographie, SRS – Somatostatinrezeptor-
Szintigrafie, IHC – Immunhistochemie, CgA – Chromogranin A, ACTH – Adrenocorticotropin, IGF-1 – In-
sulin-like Growth Factor 1, ADH – Antidiuretisches Hormon, SCLC – Kleinzelliges Bronchialkarzinom,  
OP – Operation. Modifiziert nach Gustafsson et al. (2008b). 
 
 
Daraufhin wird das weitere Vorgehen bestimmt, was sich je nach Ausmaß der Erkrankung 
unterscheidet (Gustafsson et al. 2008b, Phan et al. 2010, Caplin et al. 2015). 
Zu erwähnen ist, dass bildgebende Verfahren nicht nur der initialen Bewertung einer Primä-
rerkrankung (Identifikation, Staging, Therapieplanung), sondern auch beim Follow-up 
(Restaging nach erfolgter Resektion, Überwachung stabiler Phasen, Responsebewertung auf 
eine therapeutische Maßnahme) eingesetzt werden (Laurent et al. 2006, Gustafsson et al. 
2008b, Bertino et al. 2009, Phan et al. 2010, Baum und Kulkarni 2012, Feelders et al. 2012, 
Caplin et al. 2015). 




2.1.5 Grading und Staging 
Das Grading thorakaler NEN basiert derzeit auf der Ermittlung der Proliferationsaktivität eines 
Tumors. Gemäß den aktuellen Kriterien der WHO und der International Association for the 
Study of Lung Cancer (IASLC) werden dabei die Mitoserate pro 10 HPF bzw. 2 mm2 sowie 
das Ausmaß an Nekrosen im histologischen Präparat ermittelt (Phan et al. 2010). Im Gegen-
satz zu den GEP-NEN, bei welchen der nukleäre Marker Ki-67 für das Grading von NET G1, 
G2 und NEC G3 mittlerweile etabliert ist, werden sein Einsatz sowie die potentiellen Cut-off-
Werte in BP-NEN zur Zeit kontrovers diskutiert (Campos et al. 2013, Pelosi et al. 2014a, Rindi 
et al. 2014). In der neuen WHO-Klassifikation von 2015 sind Ki-67-Richtwerte genannt, wel-
che in Tabelle 1 abgebildet sind (Schnabel und Junker 2015). 
 
Tabelle 1: Grading von Lungen- und Thymus-NEN gemäß der WHO / IASLC-Kriterien im Vergleich zur Ein-
teilung des Gradings anhand des Proliferationsmarkers Ki-67 in gastrointestinalen NEN. 
Grad NET G1 – niedrig NET G2 – mäßig NEC G3 – hoch 
WHO- / IASLC-Kriterien 
für Lungen- und Thymus-NEN 
< 2 Mitosen / 10 HPF 
und keine Nekrose 
2-10 Mitosen / 10 HPF 
und punkuelle Nekrose 
> 10 Mitosen / 10 HPF 
und Nekrose  
Ki-67 für GEP-NEN ≤ 2% 3-20% > 20% 
Ki-67-Richtwerte für BP-NEN – 
WHO-Klassifikation (2015) 
< 5% < 20% LCNEC: 40-80% 
SCLC: 50-100% 
 
Modifiziert nach Siddiqui (2010), Campos et al. (2013), Schnabel und Junker (2015). Legende: NET – Neuro-
endokriner Tumor; NEC – Neuroendokrines Karzinom; G – Grad; HPF – High-power Field; WHO – World 
Health Organization, IASLC – International Association for the Study of Lung Cancer 
 
Obwohl es nicht allgemein anerkannt ist, wird das Staging von NEN aus den ermittelten Daten 
der Diagnostik nach der aktuellen 7. Edition der TNM-Klassifikation der AJCC eingestuft 
(Hörsch et al. 2012). Die TNM-klassifizierten Tumore können wiederum nach der Union Inter-
nationale Contre le Cancer (UICC) verschiedenen Tumorstadien (Okkultes Karzinom, 0, IA-IV) 
zugeordnet werden (Phan et al. 2010, Caplin et al. 2015).  
Kleinzellige Bronchialkarzinome werden zusätzlich gemäß der IASLC in limited disease und 
exentsive disease eingeteilt. Bei dem Stadium limited disease ist der Tumor auf einen Hemi-
thorax mit regionalen Lymphknotenmetastasen (hiläre, ipsilaterale und kontralaterale medias-
tinale Lymphknotenmetastasen sowie ipsilaterale und kontralaterale supraklavikuläre Lymph-
knotenmetastasen) begrenzt. Alles darüber hinaus wird dem Stadium extensive disease zu-
geordnet (Stahel 1991, Gustafsson et al. 2008b). 
 





Das therapeutische Vorgehen bei einer BP-NEN-Erkrankung ist an das Ausmaß und die Ei-
genschaften des Tumors sowie an den Allgemeinzustand des Patienten anzupassen. Obwohl 
noch nach der optimalen Therapiemöglichkeit gesucht wird, existiert eine Reihe evidenzba-
sierter Verfahren, welche von der chirurgischen Therapie über die Chemo- und Strahlenthera-
pie bis zur Behandlung mit Peptidhormon-Analoga reicht.  
Die einzige kurative Therapieoption für BP-Karzinoide ist die komplette chirurgische Tumor-
Resektion mit dem Versuch, so viel gesundes Lungengewebe wie möglich zu erhalten (Phan 
et al. 2010, Sayeg et al. 2014). Weil die kleinen Primärtumore frühzeitig lymphogen metasta-
sieren, sollte parallel eine Lymphadenektomie durchgeführt werden (Gustafsson et al. 2008b, 
Bertino et al. 2009, Phan et al. 2010, Hörsch et al. 2012). 
Bei SCLC und LCNEC sind chirurgische Eingriffe aufgrund des infiltrierenden Wachstumsver-
haltens und der starken Metastasierungen kritisch zu bewerten. Nur in niedrigen Tumorstadi-
en (T1-2, N0) kann ein therapeutischer Nutzen erzielt werden (Takenaka et al. 2015). Bei fort-
geschrittener, nicht resezierbarer oder bereits stark metastasierter Erkrankung sind Chemo-
therapie und Radiotherapie indiziert, welche besonders in Kombination einen Benefit zeigen 
(Bertino et al. 2009). In einigen Fällen können davon auch AC-Patienten profitieren 
(Gustafsson et al. 2008b, Swarts et al. 2012). Dabei haben sich Etoposid und Cisplatin als 
Kombinationstherapie bei SCLC gut bewährt (Gustafsson et al. 2008b). In der Remissions-
phase eines SCLC erweist sich eine kraniale Bestrahlung, wegen potentieller Hirnmetastasen, 
als prognostisch sinnvoll (Kaplan et al. 2003, Detterbeck 2010, Schnabel und Junker 2015). 
Zur Behandlung einer tumorbedingten hormonellen Hypersekretion kann eine Biotherapie mit 
Interferonen (IFN-α-2a, IFN-α-2b) und Somatostatin-Analoga (SSA) erfolgen (Plöckinger und 
Wiedenmann 2007, Gustafsson et al. 2008b, Phan et al. 2010, Swarts et al. 2012, Pavel et al. 
2013). Letztere stellen aufgrund des günstigeren Nebenwirkungsprofils in der Depotformulie-
rung das Mittel der Wahl bei der Symptom-Kontrolle von Patienten mit paraneoplastischem 
Syndrom dar (Plöckinger und Wiedenmann 2007, Phan et al. 2010, Pavel et al. 2013). Im 
Vergleich zum Placebo wurden zusätzlich antiproliferative Effekte mit einer verlängerten pro-
gressionsfreien Überlebenszeit von 14 versus 6 Monaten beobachtet (Rubin et al. 1999). 
Darüberhinaus kann eine PRRT (Peptidrezeptor-vermittelte Radionuklidtherapie) mit Radio-
nuklid-gekoppelten SSA erfolgen. Die derzeit noch lückenhafte Studienlage empfiehlt ihren 
Einsatz, wenn andere medizinische Interventionen gescheitert sind (Baum et al. 2012, 
Bergsland 2013, Toumpanakis und Caplin 2013). Diverse klinische Studien belegen, dass die 
PRRT die neue zielgerichtete Therapie mit dem größten Potential in NEN darstellt (Baum et 
al. 2012, Pavel et al. 2013). Auch wenn die NETTER-1-Studie erstmals als prospektive, rand-
omisierte Studie ihren therapeutischen Nutzen an Ileum-NEN-Patienten zeigen konnte, wer-
den hierfür (v.a. auch in BP-NEN) mehr prospektive Studien benötigt (Halperin et al. 2016). 






Somatostatin (SST) ist ein natürlich vorkommendes cyclisches Neuropeptid mit vielen regula-
torischen Funktionen. Es kommt in zwei biologisch aktiven Formen vor, welche durch ein ein-
zelnes Gen auf Chromosom 3q27.3 codiert und in ein Prohormon translatiert werden 
(Brazeau et al. 1973, Pradayrol et al. 1980, Naylor et al. 1983, Zabel et al. 1983, Olias et al. 
2004). Das gebildete Präkursor-Protein wird durch posttranslationale Modifikationen auf dem 
Weg vom rauen Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat in die zwei Isoformen So-
matostatin-14 und Somatostatin-28 gespalten (Offermanns 2004, Kleine und Rossmanith 
2010). Diese werden unter Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbrücke zwischen den 





Abbildung 11: Aminosäuresequenz der Neuropeptide Somatostatin-14 und -28.  
Modifiziert nach Olias et al. (2004), Kleine und Rossmanith (2010). 
 
 
Nach der Produktion wird SST in sekretorischen Vesikeln in den jeweiligen Zellen gespei-
chert. Als Trigger zur Freisetzung fungieren bestimmte Nährstoffe, Ionen, Neuropeptide, Neu-
rotransmitter, klassische Hormone, Wachstumsfaktoren und Zytokine.  
Somatostatin-produzierende Zellen treten zahlreich im Zentralen Nervensystem, im Periphe-
ren Nervensystem sowie im Plexus Myentericus und Plexus Submucosus des gastroenteralen 
Nervensystems als Neurone mit multiplen Verzweigungen auf. Im Gehirn sind v.a. Hypophy-
se, Amygdala oder Cerebellum bedeutende SST-Produzenten. In mehreren großen periphe-
ren Organen sowie im Gastrointestinaltrakt selbst bilden sekretorische zytoplasmaarme D-
Zellen dieses Polypeptid. Pankreas und Leber, ferner auch Nieren, Nebennieren, Prostata, 
Plazenta sowie die Schilddrüse weisen exokrine oder endokrine SST-Zellen auf (Patel 1999, 
Olias et al. 2004). SST wird jedoch auch in kleineren Mengen von Tumorzellen, inflammatori-
schen und Immunzellen (z.B. Lymphozyten, Makrophagen, Thymusepithelzellen) exprimiert 
(Patel und Reichlin 1978). 




Die Menge der gebildeten SST-Isoformen ist stark gewebeabhängig. Während im Hypotha-
lamus SST-14 und SST-28 im Verhältnis 4:1 erzeugt werden, überwiegt im Gastrointestinal-
trakt SST-28 (Kleine und Rossmanith 2010). Beide Peptide haben nur eine sehr kurze Halb-
wertszeit (HWZ) von 1-2 Minuten (Bruchhausen und Hager 2000).  
Die physiologischen Funktionen des SST sind vielfältig und komplex. Seine Wirkungen entfal-
ten sich sowohl neurokrin als Neurotransmitter und -modulator, als auch endokrin als Hormon 
oder parakrin als Gewebshormon (Doenecke und Karlson 2005). Auf zellulärer Ebene zeigt 
Somatostatin über verschiedene Angriffspunkte vielfältige, pan-inhibitorische Effekte auf die 
Zellproliferation, die Sekretion verschiedener Peptidhormone und Enzyme (Hemmung von 
z.B. Somatotropin, Gastrin, Pepsin, Sekretin, Insulin, Cortisol, TSH), den Tonus der glatten 
Muskulatur sowie auf die Neurotransmission (Patel et al. 1995). 
 
2.2.2 Somatostatinrezeptoren 
Somatostatin entfaltet seine Wirkung via Bindung an spezifische G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren, welche nach chronologischer Entdeckung und zum Teil auch hinsichtlich ihrer Se-
quenzhomologie in sechs Subtypen unterteilt werden: SSTR1, SSTR2A, SSTR2B, SSTR3, 
SSTR4 und SSTR5 (Bruno et al. 1992, Meyerhof et al. 1992, O'Carroll et al. 1992, Yamada et 
al. 1992). Sie werden von verschiedenen Genen auf fünf Chromosomen codiert, wobei es sich 
bei den Subtypen 2A und 2B um Splicevarianten eines einzelnen Gens handelt, die sich an 
den C-Termini unterscheiden (Taniyama et al. 2005). Der SSTR2A ist dabei die ungespleißte 
Form, welche im Gegensatz zum SSTR2B im Menschen vorkommt (Fischer et al. 2008, Lupp 
et al. 2012). Alle SSTR haben eine Sequenzidentität von 39-57% und zeigen Unterschiede 
bezüglich ihrer biologischen Funktionalität, ihres Vorkommens sowie ihrer intrazellulären Sig-
nalkaskaden (Olias et al. 2004).  
Die SSTR-Subtypen weisen den typischen heptahelikalen Aufbau von G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren auf (siehe Abbildung 12).  
Der extrazelluläre N-Terminus dient der Ligandenbindung und das Carboxy-terminale Ende 
vermittelt durch Kopplung an G-Proteine intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden. In der 
siebenten transmembranären Domäne (TM) befindet sich ein hochkonserviertes Motiv der 
Aminosäuren YANSCANPI/VLY, welches in allen SSTR-Isoformen speziesunabhängig auftritt. 
Typisch ist auch das feststehende DRY-Motiv an der zytoplasmatischen Seite der Transmem-
brandomäne drei. Es ist an Signaltransduktionskaskaden beteiligt, ebenso wie die konservier-
ten Erkennungsmotive für die Proteinkinase A, Proteinkinase C und Calmodulin-II-Kinase, 
welche sich intrazellulär am C-Terminus sowie an der zweiten und der dritten Schleife befin-
den. N-terminal sowie an der zweiten extrazellulären Schleife sind Subtypen-abhängig ein bis 
vier Glykosylierungsstellen vorhanden. Ein konservierter Cysteinrest an der TM sieben der 




SSTR1, SSTR2, SSTR4 und SSTR5 deutet auf eine Palmitoylierungsstelle hin. Der SSTR3, 
bei welchem diese Stelle fehlt, zeigt dafür einen wesentlich längeren C-Terminus als die an-






Abbildung 12: Aufbau von Somatostatinrezeptoren am Beispiel des SSTR2A. G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren bestehen aus 7 Transmembrandomänen (TM), mit dem N-Terminus auf der extrazellulären 
und dem C-Terminus auf der intrazellulären Seite. Die grün markierten Aminosäuren entsprechen jeder 
zehnten Aminosäure. In Violett sind die N-terminalen Glykosylierungstellen des SSTR2A und in Orange 
die Phosphorylierungsstellen dargestellt. Das rot abgebildete Cystein entspricht der Palmitoylierungsstelle 
des SSTR2A. In Dunkelblau sind die zwischen den verschiedenen SSTR konservierten Aminosäuren auf-
gezeigt (modifiziert nach Weckbecker et al. (2003), Csaba et al. (2012)).  
 
 
Ähnlich dem SST kommen die Rezeptoren in unterschiedlichen Dichten und Mustern nahezu 
im gesamten Körper verteilt vor: Physiologischerweise findet man sie im Gehirn, vor allem im 
Hypophysenvorderlappen, im Gastrointestinaltrakt, in den Pankreas-Inselzellen, in den Nie-
ren, in der Nebennierenrinde, in der Placenta oder in der Leber (Reubi et al. 2001, 
Offermanns 2004, Lupp et al. 2011, Unger et al. 2012). Das Vorkommen verschiedener Sub-
typen in Lymphozyten deutet auf Wirkungen im Immunsystem hin (Tsutsumi et al. 1997, 
Talme et al. 2001, Dalm et al. 2003). Auch in Endothelzellen werden SSTR, v.a. der SSTR2A, 
nachgewiesen (Taniyama et al. 2005).  




Auf zellulärer Ebene konnte festgestellt werden, dass der SSTR2A hauptsächlich membran-
ständig vorliegt. Die SSTR 1, 3 und 5 treten membranständig und zytoplasmatisch auf, wo-
hingegen sich der SSTR4 überwiegend im Zytoplasma nachgewiesen wurde (Reubi et al. 
1998, Hofland et al. 1999, Kulaksiz et al. 2002, Fischer et al. 2008, Lupp et al. 2011, Lupp et 
al. 2012, Lupp et al. 2013). 
 
2.2.3 Klinische Relevanz von Somatostatinrezeptoren 
Pathophysiologisch konnte die Expression aller SSTR in der Mehrheit verschiedener Tumor-
arten identifiziert werden, wodurch sich ein therapeutischer Ansatzpunkt in der Tumorbehand-
lung bietet. Es findet sich mindestens ein Subtyp u.a. in Tumoren der Hypophyse, bei Karzino-
iden, Gastrinomen, Insulinomen, Glucagonomen, Phäochromozytomen, Brust-, Nieren- und 
Prostatakarzinomen, Paragangliomen, Meningeomen oder Gliomen. Der SSTR2A, gefolgt 
vom SSTR1 wurden dabei am häufigsten dokumentiert (Kimura et al. 1999, Patel 1999, 
Kulaksiz et al. 2002, Offermanns 2004). Somit wird eine stratifizierte Diagnostik mittels Soma-
tostatinrezeptor-Szinitigrafie bzw. einer SSTR-basierten PET/CT möglich und schließlich kann 
daraus eine adaptierte pharmakologische Therapie mit SSA sowie, in fortgeschrittenen Er-
krankungsstadien, eine Peptidrezeptor-vermittelte Radionuklidtherapie erfolgen. 
2.2.3.1 Synthetische Somatostatin-Analoga 
Um die inhibitorischen Effekte des SST zur Therapie paraneoplastischer Syndrome von 
SSTR-überexprimierenden Tumoren nutzen zu können, wurden synthetische Somatostatin-
Analoga (SSA) entwickelt, welche eine deutlich längere HWZ gegenüber dem SST zeigen.  
Bereits 1980 wurde hier das Octapeptid Octreotid (Sandostatin®) eingeführt, bei welchem die 
entscheidende Bindungsstelle von SST an die SSTR (Aminosäurenfolge Phe 7 – Trp 8 – Lys 
9 – Thr 10 in Form einer β-Schleife) erhalten blieb, das L-Tryptophan jedoch gegen ein D-
Tryptophan ersetzt wurde, um die metabolische Stabilität und somit die HWZ auf 2 h zu erhö-
hen (De Martino et al. 2010). Kurze Zeit darauf folgten die Analogpräparate Lanreotid (Soma-
tuline®) und Vapreotid (Sanvar®). Diese drei Peptidhormonanaloga werden als klassische 
SSA bezeichnet und zeigen eine hohe Bindungsaffinität zum SSTR2A sowie eine mittlere zu 
SSTR3 und SSTR5 (Kulaksiz et al. 2002, Pawlikowski und Melen-Mucha 2004, Plöckinger 
und Wiedenmann 2007). Sie sind v.a. in Depot-Formulierungen zur Therapie endokrin-aktiver 
Tumoren des Gastrointestinaltraktes, zur Symptomreduktion einer Akromegalie, zur Prophyla-
xe von postoperativen pankreatischen Komplikationen nach Pankreaschirurgie (Octreotid, 
Lanreotid) sowie bei gastroduodenalen Blutungen (Vapreotid) zugelassen (Olias et al. 2004, 




Pawlikowski und Melen-Mucha 2004, Ben-Shlomo und Melmed 2010, De Martino et al. 2010, 








SSTR SST-14 SST-28 Octreotid Lanreotid Pasireotid 
SSTR1 0,93 ± 0,12 1,05 ± 0,95 280,00 ± 80,00 180,00 ± 20,00 9,30 ± 0,10 
SSTR2 0,15 ± 0,02 2,15 ± 1,95 0,38 ± 0,08 0,54 ± 0,08 1,00 ± 0,10 
SSTR3 0,56 ± 0,17 3,20 ± 2,90 7,10 ± 1,40 14,00 ± 9,00 1,50 ± 0,30 
SSTR4 1,40 ± 0,40 4,10 ± 3,80 > 1000 230,00 ± 40,00 > 100 
SSTR5 0,29 ± 0,04 0,18 ± 0,12 6,30 ± 1,00 17,00 ± 5,00 0,16 ± 0,10 
 
Abbildung 13: Aminosäuresequenz synthetischer Somatostatin-Analoga, Strukturformel des Pasi-
reotids sowie Affinitäten zu den Somatostatinrezeptor-Subtypen im Vergleich zum Somatostatin.  
Blau – ursprünglich dem Somatostatin-14 entsprechende Aminosäuren. Gelb – D-Tryptophan, durch wel-
ches wegen der metabolischen Stabilität das ursprüngliche L-Tryptophan ersetzt wurde. Rot – Cysteine, 
die entsprechend dem Somatostatin-14 an der Disulfidbildung und somit an der Zyklisierung beteiligt sind. 
Grün – neue substituierte Aminosäuren (Cappuzzo et al. 2005, Felip et al. 2008, Hirsch et al. 2008, Gori et 
al. 2009, Lee et al. 2010). Alle Angaben in der Tabelle sind Mittelwerte der IC50-Werte in nmol/l mit dem 
Standardfehler. Modifiziert nach Plöckinger und Wiedenmann (2007). Legende: SSTR – Somatostatinre-
zeptoren, SST – Somatostatin.  
 
Neben den verminderten Symptomen eines paraneoplastischen Syndroms während einer 
SSA-Therapie konnten darüber hinaus auch Verkleinerungen oder Stagnationen der Tumor-
größe sowohl in retrospektiven (Toumpanakis und Caplin 2013), als auch in prospektiven ran-
domisierten Studien (PROMID oder CLARINET (Eriksson et al. 1997, Wymenga et al. 1999, 
Ricci et al. 2000)) beobachtet werden. 




Im Juni 2012 wurde durch die Novartis Pharma GmbH ein neues SSA auf dem Markt einge-
führt, welches durch das Institut für Qualität und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen als 
Sprunginnovation bewertet wurde: Pasireotid hat im Gegensatz zu den klassischen SSA ein 
breiteres und verbessertes Bindungsspektrum an die verschiedenen SSTR-Subtypen, eine 
längere systemische HWZ (12 h) sowie deutliche strukturelle Unterschiede (siehe Abbildung 
13) (Schmid 2008, Wolin 2012, Toumpanakis und Caplin 2013). Aufgrund seiner ausgepräg-
ten inhibitorischen Effekte auf die Hormonsekretion in Tiermodellen sowie eine verstärkte 
SSTR-vermittelte Apoptose und Antiangiogenese in Karzinoiden werden klinische Vorteile 
gegenüber Octreotid und anderen SSA erwartet (Schmid 2008). Derzeit ist es zur Therapie 
des hypophysären Morbus Cushing sowie der Akromegalie zugelassen (Fachinfo Signifor®, 
Stand März 2015). Indikationserweiterungen sind in klinischer Erprobung (Plöckinger und 
Wiedenmann 2007, Schmid 2008, Wolin 2012). 
2.2.3.2 Somatostatin-Analoga in der Peptidrezeptor-vermittelten Radionuklidtherapie 
Mittels Markierung der Analoga mit β-strahlenden Radioisotopen ist es möglich, durch die 
antiproliferativen Effekte der emittierenden Teilchen bei einem Viertel aller Patienten mit 
SSTR-Expression sogar Tumorreduktionen um 50% zu erreichen. Bei dieser sogenannten 
Peptidrezeptor-vermittelten Radionuklidtherapie (PRRT) wird ein Radionuklid über einen 
Chelator an ein zyklisches Octapeptid gekoppelt, welches an SSTR bindet und über eine an-
schließende Internalisierung in die jeweilige Zelle aufgenommen wird. Als Radionuklide die-
nen heute Yttrium (90Y) und Lutetium (177Lu). Ersteres erweist sich mit einer Gewebepenetra-
tion von 12 mm als guter β-Strahler (935 keV). Im Gegensatz zum 177Lu (133 keV), welches 
sowohl als β-Strahler (2 mm Gewebedurchdringung), als auch als γ-Strahler fungiert, ist die 
Verwendung von 90Y für die Bildgebung nicht sinnvoll. 
Die gängigsten Chelatoren sind DTPA (Diethylentriaminpentaessigsäure) oder DOTA 
(1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure), wobei am häufigsten die Peptid-
Chelatoren [DOTA0, Tyr3]-Octreotid (DOTATOC) und [DOTA0, Tyr3]-Octreotat (DOTATATE) in 
Gebrauch sind. Weitere Komplexe sind [DOTA0-1-NaI3]-Octreotid (DOTANOC), 111In-DOTA-
Lanreotid (Lanreotid) und DTPA-Octreotid (Bergsma et al. 2012). Die klinisch am besten er-
probten Somatostatin-Analoga sind 90Y-DOTATOC und 177Lu-DOTATATE, wobei DOTATATE 
eine 9-fach höhere Affinität zum SSTR2A aufweist als DOTATOC (Reubi et al. 2000b, 
Plöckinger und Wiedenmann 2007).  
Die PRRT zeigt ihre Vorzüge in der Therapie inoperabler metastasierter NEN. Durch ihren 
zielgerichteten Therapieansatz ist sie durch wenige Nebenwirkungen, wie Myelosuppression 
und eine Nephrotoxizität, gekennzeichnet. Letztere kann über die präventive Gabe von positiv 
geladenen Molekülen, wie den Aminosäuren L-Lysin und L-Arginin, die eine tubuläre Rückre-
sorption der Radiopeptide verhindern, vermindert werden (van Essen et al. 2007).  




2.2.3.3 Radionuklid-markierte Somatostatin-Analoga in der bildgebenden Diagnostik 
Sowohl in der PET, als auch in der SRS werden Radionuklid-markierte SSA eingesetzt. Der 
Aufbau besteht auch hier aus einem Radionuklid, einem Chelator und einem zyklischen Octa-
peptid. Bei den Radionukliden werden in der Diagnostik jedoch Gamma-Strahler verwendet, 
welche sich zur Ganzkörper-Lokalisationsdetektion mittels Gamma-Kamera eignen. Gallium 
(68Ga)-, Kupfer (64Cu)-, Indium (111In)- und Technetium (99Tc)-markierte SSA haben sich in der 
Diagnostik bewährt (Campana et al. 2013). 
Bei der SRS wird eine Sensitivität von 90% und eine Spezifität von 83% beschrieben (de 
Herder et al. 2006). 111In-DTPA-DPhe1-Octreotid (111In-Pentetreotid) ist derzeit das Radi-
opharmazeutikum der Wahl. Bei BP-NEN sollten 99Tc-markierte Analoga Verwendung finden 
und die SRS auf jeden Fall mit einer Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie 
(SPECT) (24 Stunden post injectionem) kombiniert werden (Kwekkeboom und Krenning 
2002). Nachteile der Methode sind lange Untersuchungszeiten, eine starke Strahlenbelastung 
der Patienten sowie hohe Kosten. 
In dieser Hinsicht zeigt sich die PET überlegen, welche vor allem in Kombination mit einer 
integrierten Mehrschicht-CT sowohl strukturelle (CT) als auch funktionelle (PET) Aussagen zu 
einem Tumor in einem einzigen Untersuchungsgang liefert. Dieses Verfahren hat eine sehr 
hohe diagnostische Sensitivität und Spezifität und erzeugt quantitative, reproduzierbare Daten 
in einer kurzen Untersuchungszeit (60 bis 90 min) mit einer vergleichsweise geringen Strah-
lenexposition (10 bis 12 mSv) und einem Kostenvorteil gegenüber der SRS (Kowalski et al. 
2003). In SCLC hat sich mit einer Sensitivität von 100% die PET mit 18Fluordesoxyglucose 
(18FDG-PET), welche den erhöhten Glucoseumsatz von neoplastischem Gewebe ausnutzt, 
bewährt (Baum und Kulkarni 2012). Aufgrund der geringen Proliferationsraten und metaboli-
schen Aktivität der TC und AC hat sich hier die Kombination mit einem Radionuklid-markierten 
SSA als günstiger erwiesen. Vor einer PET sollte also zunächst der Proliferationsindex sowie 
die SSTR-Expression (v.a. SSTR2 und SSTR5) histologisch untersucht werden, um den rich-
tigen Tracer einzusetzen (Kruger et al. 2006, Bertino et al. 2009). 
In der SSTR-basierten PET ist 68Ga ein klinisch sehr bewährter Positronenemitter, welcher 
über ein Titandioxid-basiertes 68Ge / 68Ga-Generatorsystem mit einer HWZ von 288 Tagen 
vollautomatisiert im klinischen Alltag aufbereitet werden kann (Baum und Kulkarni 2012). 
Durch Gabriel et al. (2007) konnte gezeigt werden, dass die Genauigkeit eines 68Ga-
DOTATOC-PET mit 96% signifikant höher liegt als die von CT-Befunden (75%) und Untersu-
chungen mittels 111In-DOTATOC-SPECT (58%) (Zhernosekov et al. 2007). Die 68Ga-PET de-
tektiert routinemäßig kleinere Läsionen (< 1 cm) als eine CT, MRT, Szintigrafie oder ein Ultra-
schall (Gabriel et al. 2007). Auch durch Kowalski et al. wird die Überlegenheit der PET ge-
genüber der Octreotid-Szintigrafie beschrieben. Mit ihr können kleinere Tumore mit geringerer 
SSTR-Dichte besser detektiert werden (Kowalski et al. 2003, Baum und Kulkarni 2012). 





Ein Proliferationsmarker ist ein Indikator für 
die Wachstumsfraktion einer gegebenen 
Zellpopulation. Hierbei muss er zwei Anfor-
derungen erfüllen: 1. das Antigen sollte wäh-
rend des Zellzyklus in allen Zelltypen vor-
handen sein und 2. beim Übergang in einen 
nicht-proliferierenden Zustand der Zelle soll-
te die Anwesenheit dieses Antigens zügig 
nachlassen (Scholzen und Gerdes 2000). In 
der folgenden Arbeit werden die Proliferati-
onsmarker Ki-67, Topoisomerase 2 alpha 
(TOP2A) und das Rac GTPase-aktivierende 
Protein 1 (RacGAP1) näher betrachtet (sie-
he Abbildung 14). 
 
2.3.1 Ki-67 
Das Ki-67 ist ein nukleäres Antigen, welches erstmals durch einen monoklonalen Antikörper 
definiert wurde, welcher bei der Immunisierung von Mäusen mittels Nuklei der Hodgkin-
Lymphom-Zelllinie L428 enstand. Der Name leitet sich dabei einerseits von der Herkunftsstadt 
Kiel und andererseits von der Nummer 67 des jeweiligen Klons in der 96-Well-Platte ab 
(Gerdes et al. 1983).  
Ki-67 oder auch MKI67 ist ein nukleäres Protein, das vom 30 000 bp und 15 Exons umfas-
senden MKI67-Gen auf Chromosom 10q26.2 codiert und durch alternatives Splicing in huma-
nem Gewebe in zwei Proteinisoformen (320 und 359 kDa) transkribiert wird (Schluter et al. 
1993, Duchrow et al. 1996, Scholzen und Gerdes 2000, Pelosi et al. 2014a). Diese unter-
scheiden sich durch die An- oder Abwesenheit von Exon 7 (Schluter et al. 1993).  
Ki-67 ist in allen Phasen von proliferierenden Zellen (G1-, S-, G2-, M-Phase) vorhanden, aber 
in ruhenden Zellen (G0-Pase) abwesend (Galvan et al. 2010, Siddiqui 2010). Die Positivität in 
der G1-Phase hängt vom Proliferationszustand der Zelle ab. Im Ki-67-stabilen Pathway, unter 
optimalen lokalen Wachstumsbedingungen, läuft der Zellzyklus von der Mitose (M-Phase), 
über die G1A- und G1B-Phase kontinuierlich ab. Der Ki-67-abfallende Zustand ist dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Zelle aus der M-Phase direkt in den ruhenden Zustand (G0) über-
geht. Durch den Einfluss von Wachstumsfaktoren können solche Zellen jedoch in den Ki-67-
ansteigenden Pathway eintreten, indem sie von der G0-Phase über die nicht zum Zellzyklus-
 
 
Abbildung 14: Nachweisbarkeit der ausgewähl-
ten Proliferationsmarker während des Zellzyk-
lus. Ki-67, TOP2A – Topoisomerase 2 alpha, 
RacGAP1 – Rac GTPase-aktivierendes Protein 1. 




gehörenden Zwischenphasen G1T, G1a und G1b (Ki-67 negativ) wieder in die Ki-67-positive 
G1B-Phase übergehen und den Zellzyklus weiter durchlaufen (Gerdes et al. 1984, du Manoir 
et al. 1991). Während der S-Phase steigt der Ki-67-Level über die G2-Phase bis er schließlich 
in der Metaphase seinen Höhepunkt erreicht. Bereits während der Ana- und Telophase be-
ginnt die Ki-67-Konzentration jedoch wieder abzunehmen (Scholzen und Gerdes 2000). 
Während dieser Phasen durchläuft Ki-67 einen komplexen Mechanismus von posttranslatio-
naler Phosphorylierung und Dephosphorylierung. Dadurch ändert sich im Laufe des Zyklus 
die zelluläre Lokalisation von der Innenseite des Zellkerns, den Nucleoli, der dense fibrillar 
components (DFC) während der Interphase über die perichromosomale Schicht zum Hete-
rochromatin in der Mitosephase (Kill 1996, MacCallum und Hall 2000, Scholzen und Gerdes 
2000). Dabei wird das Ki-67-Protein durch eine kontinuierliche Interaktion von Neusynthese 
und Degradation reguliert (Scholzen und Gerdes 2000). Seine genaue Funktion ist bis dato 
ungeklärt, es scheint jedoch eine zentrale Rolle im Proliferationszyklus einzunehmen. Eine 
neuere Studie von Booth et al. (2014) zeigte, dass es als potentielles Scaffold-Protein für die 
Ausbildung der perichromosomalen Schicht essentiell sein und somit das Verhalten der 
Chromosomenanordnung während der Mitose steuern könnte (Booth et al. 2014).  
Aufgrund seiner kurzen HWZ von 90 min und dem Fakt, dass das Ki-67 in allen aktiven Pha-
sen des Zellzyklus anwesend ist, eignet es sich besonders gut als Proliferationsmarker zur 
Darstellung der aktuellen Wachstumsfraktion einer Zellpopulation (Heidebrecht et al. 1996). 
Daher wird es in der Diagnostik als histopathologischer Marker bei vielen Neoplasien, z.B. 
Brustkrebs, bereits eingesetzt, um prädiktive Aussagen treffen zu können. Die ersten neuro-
endokrinen Neoplasien, welche bezüglich des Ki-67 charakterisiert wurden, waren Pankreas-
NEN. Hierbei wurde dessen gute prognostische Aussagekraft hervorgehoben und somit der 
Weg zur routinemäßigen Einführung in die Diagnostik von NEN des Gastrointestinaltraktes 
geebnet (Martin-Perez et al. 2013, Pelosi et al. 2014a). Schließlich wurde es im Jahre 2010 in 
das ENETS- / AJCC- / WHO-Gradingsystem von GEP-NEN aufgenommen (siehe Tabelle 1 – 
Ki-67-abhängiges Grading von GEP-NEN) (van Adrichem et al. 2013, Miller et al. 2014, Pelosi 
et al. 2014a). Dennoch gibt es immer noch sehr kontroverse Ansichten, ob das Ki-67 gegen-
über der Mitosenzählung wirklich Vorteile bietet und ob dessen Grenzwerte im Grading ver-
ändert werden sollten (Martin-Perez et al. 2013, Pelosi et al. 2014a, Wang et al. 2014). Ob-
wohl bereits einige Studien zur Ki-67-Expression in BP-NEN existieren, ist seine klinische 
Anwendung und Wertigkeit in dieser Tumorgruppe noch nicht vollständig geklärt (Zheng et al. 
2013, Pelosi et al. 2014a, Rindi et al. 2014). 
 
 




2.3.2 Topoisomerase 2 alpha 
Um die Voraussetzungen für DNA-abhängige Prozesse wie Replikation, Transkription oder 
Translation zu schaffen, muss die superhelikale, hochspiralisierte Topologie der DNA zu-
nächst entwunden werden (Parker et al. 2014). Hierfür beschrieb Dr. James Wang 1971 das 
erste Mal eine Gruppe von Enzymen, welche die räumliche 3D-Struktur-Umwandlung durch 
Strangbrüche der DNA katalysieren, indem sie Veränderungen an den Zucker-Phosphat-
Gruppen der Desoxyribonukleinsäuren herbeiführen und als DNA-Topoisomerasen bezeich-
net werden (Osheroff 1998). Aufgrund ihrer Spaltungsfähigkeiten unterscheidet man dabei 
Topoisomerasen vom Typ I, welche Einzelstrangbrüche induzieren, wohingegen die Typ-II-
Topoisomerasen Doppelstrangbrüche verursachen (Calderon-Montano et al. 2013).  
Zum Typ II gehören die Topoisomerasen 2 alpha (TOP2A) und 2 beta (TOP2B), bei welchen 
es sich jeweils um Enzym-Homodimere handelt (Bau und Kurz 2014). Obwohl sie von zwei 
verschiedenen Chromosomen codiert werden, weisen sie eine Sequenzhomologie von 70% 
auf, sodass von einer Genduplikation ausgegangen wird. Das TOP2A-Gen auf Chromosom 
17q21-22 enthält 35 Exons und das der β-Isoform auf Chromosom 3p24 36 Exons (Lang et al. 
1998). Somit werden Enzyme mit 1531 Aminosäuren (172 kDa) bzw. 1621 Aminosäuren (180 
kDa) codiert (Lang et al. 1998, de Resende et al. 2013).  
Jedes Enzym-Monomer besteht aus drei Untereinheiten: Das N-terminale Ende hat eine  
ATPase-Funktion, die zentrale Domäne dient durch einen aktiven Tyrosinrest als DNA-
Bindungsstelle und der C-Terminus weist Isoenzym-spezifische Aufgaben auf (Austin und 
Marsh 1998). Der exakte Aufbau der Typ-II-Topoisomerasen lässt sich aus Abbildung 15 (A) 
entnehmen. Hieraus wird auch ersichtlich, wie die katalytische Reaktion der topologischen 
DNA-Umwandlung stattfindet (B): Die Reaktion beginnt, indem ein doppelsträngiges DNA-
Segment, genannt G-Segment (gate segment), an die zwei katalytischen Elemente im Zent-
rum des Topoisomerase-Dimers koppelt. Durch die anschließende Bindung zweier ATP-
Moleküle an die ATPase-Domäne der Topoisomerase wird ein zweiter DNA-Doppelstrang, 
das sogenannte T-Segment (transfer segment), eingefasst. Dieser Einschluss des T-
Segments, mit der dadurch bedingten Dimerisierung der ATPase-Domäne, führt zur Spaltung 
und somit zur Öffnung des G-Segments, wodurch das T-Segment durch die Lücke des G-
Segments transportiert wird. Dabei wird ADP freigesetzt, was zur Öffnung des Enzymhomo-
dimers führt, welches nun wieder für weitere Spaltungsvorgänge zur Verfügung steht 
(Schoeffler und Berger 2005, Seol et al. 2013). 
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Abbildung 15: Topoisomerase 2 alpha. 
A – Genereller Aufbau von Topoisomerasen der Subfamilie 2A. In Grün sind die ATPase-
Bindungsdomänen (a – GHKL-Domäne, b – Transducer-Domäne) aufgezeigt, das DNA-Tor (rot) wird 
durch c – die Toprim-Domäne und d – die 5Y-CAP-Domäne gebildet. An sie knüpft direkt die Tower-
Domäne (e) in Hellblau an. In Dunkelblau ist das C-Tor (f) dargestellt.  
B – Schematische Darstelllung des katalytischen Zyklus von Typ-2A-Topoisomerasen. Im ersten 
Schritt bindet das G-DNA-Segment an das DNA-Tor. Nach ATP-Bindung schließen die ATPase-
Bindungsdomänen das T-DNA-Segment im zweiten Schritt ein. Die ATP-Hydrolyse triggert unter Ab-
spaltung von Pi die Öffnung des DNA-Tors und somit die T-Segment-Passage (dritter Schritt). Im letz-
ten Schritt kann das T-Segment durch die Öffnung des C-Tores entweichen, während das G-Segment 
wieder verknüpft wird. Durch die Abspaltung der Hydrolyse-Produkte wird das ATP-Tor wieder geöff-




Dieser ATP-abhängige Doppelstrangpassage-Mechanismus führt durch Ausbildung / Auflö-
sung von DNA-Supercoils, Katenation / Dekatenation sowie Knotting / Unknotting von DNA-
Doppelsträngen zur räumlichen Umwandlung bzw. Änderung der Torsionsspannung der DNA, 
um somit wichtige Prozesse zu ermöglichen (Schoeffler und Berger 2005): Die TOP2A spielt 
dabei eine entscheidende Rolle bei der Zellteilung und DNA-Replikation, wohingegen die 
TOP2B vorwiegend der Transkription und der neuronalen Entwicklung dient (Bau und Kurz 
2014).  
Aufgrund ihrer Überexpression in vielen Malignitäten wurden Topoisomerasen vom Typ II 
(TOP2) als klinisches Target für eine zytostatische Therapie in der Onkologie relevant. Hierbei 
unterscheidet man zwischen TOP2-Giften und TOP2-Inhibitoren. Zu den klinisch relevanten 
Topoisomerase-Giftstoffen zählen die Anthrazykline, welche die oben dargestellte katalytische 
Reaktion auf der Höhe des Spaltungskomplexes stabilisieren. Somit steigt die Konzentration 
an gespaltenen DNA-Abschnitten, obwohl zelluläre Prozesse wie Transkription und Replikati-
on ungehindert weiter ablaufen. Die dabei generierten zahlreichen pathologischen Lücken im 
Genom führen durch ihr mutagenes Potential zum programmierten Zelltod (Burden und 




Osheroff 1998). Die TOP2-Inhibitoren stabilisieren das Enzym irreversibel in geschlossener 
Konformation, sodass die katalytische Reaktion verhindert wird (Austin und Marsh 1998, 
Burden und Osheroff 1998). Obwohl beide Substanzklassen mit beiden TOP2-Enzymen inter-
agieren, wird die TOP2A als primäres Target beschrieben. Sie zeigt im Vergleich zur TOP2B 
eine höhere Ansprechbarkeit auf zytotoxische Substanzen sowie eine bevorzugte Affinität zu 
neusynthetisierter DNA (Burden und Osheroff 1998, Dingemans et al. 1998). Beim 
Mammakarzinom wurde festgestellt, dass das TOP2A-Gen mit dem HER2-Gen (Human Epi-
dermal Growth Factor Receptor 2-Gen), welches in unmittelbarer Nachbarschaft auf dem sel-
ben Chromosomenarm liegt, häufig eine Koamplifikation aufweist (Jarvinen et al. 2000). Aus 
diesem Grund stellt die TOP2A beim Mammakarzinom und darüber hinaus auch beim Ovari-
alkarzinom zusätzlich zur Nutzung als therapeutische Zielstruktur einen diagnostischen und 
prognostischen Marker dar (Fountzilas et al. 2012, Yang et al. 2013). In NEN hat sie in dieser 
Hinsicht noch keine Bedeutung. 
 
2.3.3 Rac GTPase-aktivierendes Protein 1 
RhoGTPasen (Ras Homologue) gehören zur Ras-Superfamilie der kleinen GTPasen und um-
fassen eine Familie von insgesamt 20 intrazellulären Signalmolekülen, welche aufgrund ihrer 
Sequenzhomologie acht Subgruppen zugeordnet werden. Unter ihnen sind die Subgruppen 
Rho (Ras Homologous), Rac (Ras-related C3) und Cdc42 (Cell Division Cycle 42) am besten 
charakterisiert (Narumiya und Yasuda 2006, Heasman und Ridley 2008, Li et al. 2010, 
Azzarelli et al. 2014). Sie regulieren durch den Einfluss extrazellulärer Stimuli zahlreiche es-
sentielle zelluläre Prozesse wie die Morphogenese, die Zellmigration, die neuronale Entwick-
lung, die Zellteilung oder die Adhäsion, und führen somit zu adaptativen zellmorphologischen 
Änderungen (De Filippis et al. 2014). Fast alle RhoGTPasen unterliegen dabei einem Zyklus 
von der Guanosintriphosphat (GTP)-gebundenen aktiven im Wechsel mit der Guanosin-
diphosphat (GDP)-gebundenen inaktiven Form, welcher durch drei Arten von Proteinen regu-
liert wird: Guanin-nucleotide-exchange Factors (GEFs), GTPase-activating Proteins (GAPs) 
und Guanin-nucleotide-dissociation Inhibitors (GDIs). GEFs katalysieren dabei den Austausch 
von GDP zu GTP, wohingegen GAPs intrinsische GTP-abhängige Prozesse aktivieren und 
dabei die GTP-gebundene aktive in die GDP-gebundene nicht aktive Form überführen (siehe 
Abbildung 16) (Kitamura et al. 2001, Li et al. 2010, Bastos et al. 2012, Jacquemet et al. 2013).  
 
 






Abbildung 16: Funktionsprinzip von RhoGTPasen. 
GAP – GTPase-activating Protein, GEF – Guanin-nucleotide-exchange Factor. 
  
  
Das Rac GTPase-aktivierende Protein 1 (RacGAP1), oder auch MgcRacGAP, Cyk-4 oder 
HsCyk-4 genannt, wurde 1998 erstmals in männlichen Keimzellen durch Touré beschrieben 
und ist auf Chromosom 12q13 lokalisiert (Toure et al. 1998, Liang et al. 2013). 29 Splicevari-
anten sind bekannt. RacGAP1 reguliert die Aktivität der RhoGTPasen Rac1 sowie Cdc42 und 
bewirkt eine indirekte Aktivierung von RhoA. Somit hat es u.a. einen Einfluss auf die Zellmor-
phologie, -motilität, -chemotaxis, -polarität sowie die Cytokinese (Li et al. 2010, Saigusa et al. 
2015). O’Brien et al. beschrieben weiterhin, dass RacGAP1 für die Differenzierung von Emb-
ryonen sowie von hämatopoetischen Stammzellen bedeutend ist (O'Brien et al. 2010). 
Eine zentrale Rolle nimmt es dadurch ein, dass ein RacGAP1-Dimer gemeinsam mit einem 
Dimer des Kinesin-ähnlichen Proteins MKLP1 / ZEN-4 / KIF23 den heterotetrameren Zentral-
spindlin-Komplex ausformt (Petronczki et al. 2007, Burkard et al. 2009, Wolfe et al. 2009, Li et 
al. 2010, Bastos et al. 2012, Jacquemet et al. 2013, Ke et al. 2013). Dieser ist ein zentraler 
Bestandteil der Zytokinese und bewirkt, dass der RhoA-aktivierende GEF Ect2 in die Äquato-
rialebene der Zelle rekrutiert und somit RhoA in der kontraktilen Furche aktiviert wird. Dadurch 
kann sich der für die Zytokinese notwendige kontraktile Ring ausbilden (Petronczki et al. 
2007, Takaki et al. 2008, Burkard et al. 2009, Wolfe et al. 2009, Li et al. 2010). Weiterhin be-
wirkt RacGAP1 in dieser Zellregion eine Inaktivierung von Rac1, was zur Folge hat, dass die 
Zelladhäsion in diesem Bereich reduziert wird und die Zytokinese erfolgreich ablaufen kann 
(Bastos et al. 2012, Davies und Canman 2012). RacGAP1 fungiert also im Rahmen des Zent-
ralspindlin-Komplexes während der Zytokinese als Anker für die RhoA-Aktivierung und die 
Rac1-Inaktivierung (siehe Abbildung 17). 






Abbildung 17: Molekularer Mechanismus der Rolle des RacGAP1 während der Zytokinese. 
Dargestellt ist eine sich teilende Zelle während der Ausbildung der Teilungsfurche. In der Anaphase wird die 
Plk1 durch die Phosphorylierung von Prc1 gebunden und zur Zentralspindel rekrutiert. Dort wird RacGAP1 
phosphoryliert, wodurch es die Rho-aktivierende GEF Ect2 über die BRCT-Domäne bindet und zur Zentral-
spindel in die Äquatorialebene rekrutiert. Die aktivierte GAP inaktiviert daraufhin Rac1 in der Äquatorialebene 
und somit wird die Zelladhäsion in diesem Bereich herabgesetzt. Gleichzeitig ermöglicht die GEF-bedingte 
Aktivierung von RhoA die Ausbildung des kontraktilen Ringes. Die Zytokinese kann nun erfolgreich ablaufen. 
Plk1 – Polo-like Kinase 1, Prc1 – Protein Regulator of Cytokinesis 1, RacGAP1 – Rac GTPase-aktivierendes 
Protein 1, GAP – GTPase-aktivierendes Protein, Ect2 – Epithelial Cell Transforming 2, BRCT – BRCA1C-
terminale Domäne, GEF – Guanin-nucleotide-exchange Factor, Rac1 – Ras-related C3 Botulinumtoxin Sub-
strat 1, RhoA – Ras-homologes Genfamilienmitglied A, GTP – Guanosintriphosphat, GDP – Guanosindiphos-
phat. Modifiziert nach Petronczki et al. (2007), Takaki et al. (2008), Li et al. (2010), Bastos et al. (2012). 
 
 
Im Jahr 2012 stellten Ratheesh et al. eine weitere, sogar extramitotische Funktion des Zent-
ralspindlin-Komplexes fest. Dabei reguliert RacGAP1 die Integrität von Adhäsionsverbindun-
gen (Adherens Junctions) in der Zonula adhaerens. Durch den Zentralspindlin-Komplex wird 
Ect2 in die Zonula adhaerens rekrutiert, dort über α-Catenin verankert, wodurch RhoA lokal 
begrenzt aktiviert wird und somit die Integrität der Adhäsionsverbindungen aufrecht erhält. 
Durch das RacGAP1 des Zentralspindlin-Komplexes wird in der Zonula adhaerens zusätzlich 
Rac inaktiviert, was die Rekrutierung der RhoA-GAP p190BRhoGAP blockiert. Somit kann 
RhoA durch Ect2 aktiviert bleiben (Ratheesh et al. 2012).  
RacGAP1 hat darüber hinaus auch Einflüsse auf die Zellmigration. Durch bestimmte Proteine 
in der extrazellulären Matrix (EZM) werden mit der Zellmigration assoziierte Integrinrezeptoren 
aktiviert, bei welchen die Haupteffektoren des Integrin-Signalings Rezeptortyrosinkinasen und 




RhoGTPasen darstellen. So konnten Jacquemet et al. (2013) bei Fibronektin-reicher EZM 
eine Aktivierung des α5β1-Integrin-Rezeptors und somit von PKB / Akt in Pseudopodien von 
Zellen nachweisen, wobei letzteres RacGAP1 phosphoryliert (ohne den Zentralspindlin-
Komplex zu beeinflussen). Dadurch wird RacGAP1 zum IQGAP1-Komplex zu den Spitzen 
von Pseudopodien rekrutiert und führt dort zur lokalen Rac-Unterdrückung und RhoA-
Aktivierung. Dies wiederum bewirkt eine Verlängerung der Plasmamembranausstülpungen 
und schießlich eine invasive Migration von Zellen in eine Fibronektin-reiche EZM (Jacquemet 
et al. 2013). Weiterhin wird postuliert, dass RacGAP1 über die endothelial-mesenchymale 
Transition die Migration / Invasion von Tumorzellen begünstigt (Saigusa et al. 2015).  
In Zelllinien von Hepatozellulären Karzinomen (HCC) konnte festgestellt werden, dass 
RacGAP1 die virale Replikation des Hepatitis-C-Virus fördert, indem es mit der Viruspoly-
merase NS5B interagiert und diese aktiviert. Somit trägt es auch zum Fortschreiten einer 
HCC-Erkrankung bei (Wu et al. 2014b). 
In einer neuen Studie von Hazar-Rethinam et al. (2015) wurde an Plattenepithelkarzinomen 
des Kopf-Hals-Bereichs sogar gezeigt, dass RacGAP1 an einer Doxorubicin-Resistenz betei-
ligt ist, indem es nach Doxorubicingabe über den Transkriptionsfaktor E2F7 aktiviert wird und 
über eine AKT-Aktivierung die Sensitivität für Doxorubicin herabsetzt. Die Ansprechbarkeit 
dieser Tumorgruppe blieb jedoch erhalten, wenn RacGAP1 herunterreguliert wurde.  
Zahlreiche Funktionen des RacGAP1 sind noch ungeklärt, doch scheint es zusammenfassend 
eine zentrale Rolle in der Tumorgenese, -entwicklung und -progression zu spielen. Wenige 
klinische Studien an sehr verschiedenen Tumorentitäten existieren bereits hierzu, die jedoch 
alle eine Überexpression im Vergleich zum Normalgewebe zeigen und eine prognostische 
Aussage hinsichtlich höherer Tumorinvasivität /-aggressivität und Metastasierung liefern 
(Wang et al. 2011, Chang et al. 2013, Ke et al. 2013, Liang et al. 2013, Milde-Langosch et al. 
2013, Pliarchopoulou et al. 2013, Saigusa et al. 2015). Die Daten erlauben bisher jedoch nur 
punktuelle Einblicke. Ein Gesamtbild der RacGAP1-Interaktionen kann aktuell noch nicht wie-
dergegeben werden. 




3 Ziele der Arbeit 
Die heterogene Tumorgruppe der BP-NEN reicht von den gut-differenzierten, prognostisch 
günstigen TC über die intermediären AC bis hin zu den schlecht-differenzierten und frühzeitig 
metastasierenden SCLC und LCNEC. Obwohl sie im Vergleich zu den gut untersuchten GEP-
NEN durch ein aggressiveres Wachstumsverhalten gekennzeichnet sind, wurden die BP-NEN 
wegen ihres seltenen Vorkommens bisher nur unzureichend charakterisiert. 
Durch eine Kooperation mit der Zentralklinik Bad Berka, einem ENETS Center of Excellence, 
wurden für die vorliegende Arbeit FFPE und klinische Daten eines großen Patientenkollektivs 
mit insgesamt 115 BP-NEN-Patienten (26 TC, 30 AC, 52 SCLC, 7 LCNEC) zur Verfügung 
gestellt und somit ermöglicht, die Tumorgruppe auf die Expression verschiedener Marker hin 
zu analysieren, um Patienten neue Wege in der Diagnostik und Therapie dieser Tumorerkran-
kung zu eröffnen. Da SSTR in GEP-NEN bereits fester Bestandteil in der Diagnostik (Unter-
suchung als neuroendokriner Marker in der Pathologie, SSTR-basierte PET/CT, SRS) und 
stratifizierten Therapie (pharmakologische SSA-Therapie, PRRT) dieser Tumore sind, war es 
nun eine zentrale Frage dieser Arbeit, die SSTR-Subtypenverteilung in den BP-NEN-Entitäten 
aufzudecken, um somit Rückschlüsse auf die Sinnhaftigkeit einer SSTR-basierten Diagnostik 
und Therapie bzw. die Wahl des richtigen SSA ziehen zu können. Da eine klare Abgrenzung 
zwischen den Entitäten aus pathologischer Sicht erschwert sein kann, sollten weiterhin die 
SSTR als potentielle Cut-off-Marker hierfür betrachtet werden. Dabei sollten die Rezeptorsub-
typen sowohl auf Proteinebene mittels IHC als auch auf mRNA-Ebene durch eine qRT-PCR 
untersucht werden. Ob ein Zusammenhang zwischen den klinischen Daten der Patienten und 
der SSTR-Subtypenverteilung existiert, stellte eine weitere entscheidende Frage der vorlie-
genden Arbeit dar (Manuskript I). Aufgrund der Uneinheitlichkeit der Auswertungssysteme für 
die routinepathologische SSTR-IHC, sollte die vorliegende Arbeit weiterhin eine Hilfestellung 
zur Standardisierung darstellen. Drei bewährte Scoring-Systeme für die SSTR-IHC-
Evaluierung wurden dabei auf Zuverlässigkeit und Stimmigkeit miteinander verglichen sowie 
deren Praktikabilität aufgezeigt (Manuskript II). 
Für das Grading der GEP-NEN wird seit einigen Jahren der Ki-67-Labeling-Index genutzt. 
Ähnlich wie bei den SSTR, wird sein Einsatz in BP-NEN aufgrund der geringen Studienlage 
derzeit noch gegensätzlich diskutiert und sollte daher in der vorliegenden Arbeit näher be-
trachtet werden. Anknüpfend an die derzeitigen Diskussionen zur optimalen IHC-
Auswertungs-Methodik sollte dabei eine digitale Bildanalyse der Ki-67-Expression mit ver-
schiedenen manuell-visuellen Methoden verglichen sowie die Ki-67-mRNA-Analyse auf Eig-
nung geprüft werden. Eine weitere bedeutende Frage dabei stellte die Wahl der entsprechen-
den Cut-off-Werte zwischen den einzelnen Entitäten dar, aus welchen sich die Prognose so-
wie Konsequenzen für das weitere diagnostische und therapeutische Vorgehen ableiten. Ob 




andere in NEN bisher noch nicht betrachtete Marker, die TOP2A und das RacGAP1, bezüg-
lich einer Aussage hinsichtlich des Gradings, der Prognose und der Klassifikation von BP-
NEN besser geeignet sind, sollte ebenfalls geklärt werden (Manuskript III). 
Zusammenfassend sollte diese Arbeit den Kenntnisstand in Bezug auf die Diagnostik von BP-
NEN erweitern sowie einen Beitrag dazu leisten, die Methoden zu standardisieren. Durch die 
intensive Rezeptorcharakterisierung sollten neue Möglichkeiten in der bildgebenden Diagnos-






4 Publizierte Originalarbeiten 
4.1 Manuskript I 
Somatostatin Receptors in Bronchopulmonary Neuroendocrine  
Neoplasms: New Diagnostic, Prognostic, and Therapeutic Markers 
 
J Clin Endocrinol Metab, March 2015, 100(3):831-840 
 
Daniel Kaemmerer*, Elisa Specht*, Jörg Sänger, Ralph Markus Wirtz, Manal Sayeg, Stefan 




eingereicht am 18. Juni 2014 
angenommen am 09. Dezember 2014 
online publiziert am 12. Dezember 2014 
 
Autorenschaft 
Geteilte Erstautorenschaft mit Daniel Kaemmerer (*) 
 
Beitrag der Autoren 
Amelie Lupp, Daniel Kämmerer und Elisa Neubauer haben das Projekt entworfen. Manal 
Sayeg hat bei der Vorprobenauswahl assisitiert und Jörg Sänger alle Präparate histologisch 
verifiziert. Der experimentelle Teil der IHC wurde durch Amelie Lupp und Elisa Neubauer 
durchgeführt, wofür Stefan Schulz die Antikörper zur Verfügung stellte. Die Durchführung der 
qRT-PCR fand unter der Leitung von Ralph M. Wirtz durch Elisa Neubauer in Köln statt. Die 
klinischen Daten wurden durch Daniel Kämmerer und Elisa Neubauer zusammengestellt und 
die Gesamdaten schließlich durch Elisa Neubauer ausgewertet. Das finale Manuskript haben 
Daniel Kämmerer und Elisa Neubauer unter der Aufsicht von Amelie Lupp verfasst. Stefan 







Da die Expression von Somatostatinrezeptoren in BP-NEN bisher nur sehr unzureichend un-
tersucht wurde, gibt es noch keine Evidenz für SSTR-geführte Diagnostik und Therapieansät-
ze in dieser Tumorgruppe. Um die molekulare Basis hierfür zu erschließen, wurden in der 
umfassenden Studie des Manuskriptes I Paraffin-eingebettete, Formalin-fixierte Tumorpro-
ben (FFPE) eines großen Kollektivs von 90 Patienten mit BP-NEN (26 TC-, 30 AC- und 34 
SCLC-Patienten) retrospektiv auf eine Expression aller fünf SSTR-Subtypen sowohl auf Pro-
teinebene mittels IHC, als auch auf mRNA-Ebene durch eine qRT-PCR analysiert. Daraus 
ergab sich, dass in beiden verwendeten Methoden der SSTR1, der SSTR2A sowie der 
SSTR5 die am häufigsten exprimierten Rezeptorsubtypen der pulmonalen NEN darstellten. 
Der SSTR2A und der SSTR5 waren dabei in allen drei untersuchten Entitäten zu etwa 45% 
gleichmäßig positiv, wohingegen der SSTR1 in TC und AC fast immer nachweisbar war, in 
SCLC hingegen kaum bzw. gar nicht exprimiert wurde. Dieser Rezeptorsubtyp kann somit als 
potentieller Cut-off-Marker zwischen AC und SCLC fungieren. In einer Korrelation mit klini-
schen Patientendaten zeigte sich weiterhin eine prognostische Aussage: hohe SSTR1-Level 
korrelierten mit einem längeren Überleben. Aufgrund der hochsignifikanten Übereinstimmung 
der IHC mit der qRT-PCR können beide Methoden für die molekulare SSTR-Diagnostik ver-
wendet werden. Zusammenfassend lässt sich aus dem Manuskript I schlussfolgern, dass 
eine SSTR-basierte stratifizierte Diagnostik und Therapie nicht nur in GEP-NEN, sondern 
auch in BP-NEN angewendet werden kann, wobei der Schwerpunkt auf dem Einsatz von Pan-
SSA liegen sollte, da diese eine bessere Übereinstimmung des Bindungsprofils mit dem in 
BP-NEN vorliegenden SSTR-Expressionsspektrum aufweisen. 
 
 
Die Supplemental Data des Manuskriptes I befinden sich im Anhang A). 







Somatostatin Receptors in Bronchopulmonary
Neuroendocrine Neoplasms: New Diagnostic,
Prognostic, and Therapeutic Markers
Daniel Kaemmerer,* Elisa Specht,* Jörg Sänger, Ralph Markus Wirtz,
Manal Sayeg, Stefan Schulz, and Amelie Lupp
Department of General and Visceral Surgery (D.K.), Zentralklinik Bad Berka, 99437 Bad Berka, Germany;
Institute of Pharmacology and Toxicology (E.S., S.S., A.L.), Jena University Hospital, 07747 Jena,
Germany; Laboratory of Pathology and Cytology (J.S.), 99437 Bad Berka, Germany; STRATIFYER
Molecular Pathology GmbH (R.M.W.), 50935 Cologne, Germany; and Department of Internal Medicine,
Gastroenterology, and Endocrinology (M.S.), Zentralklinik Bad Berka, 99437 Bad Berka, Germany
Context and Objectives: Gastroenteropancreatic neuroendocrine neoplasms are known for their
overexpression of somatostatin receptors (SSTRs),which provide themolecular basis for diagnostic
and therapeutic interventions. In contrast, few data on the SSTR expression profile exist for bron-
chopulmonary neuroendocrine neoplasms (BP-NEN).
Design and Settings: A total of 240 formalin-fixed, paraffin-embedded specimens from 26 typical
carcinoid (TC), 30 atypical carcinoid (AC), and 34 small cell lung cancer (SCLC) patients were ex-
amined retrospectively by immunohistochemistry (IHC) using specific rabbit monoclonal antibod-
ies andevaluatedby the immunoreactive score.Adjacent slides from20 samplesof each tumor type
were subjected to additional RT-quantitative PCR mRNA analysis.
Results: With different expression patterns, SSTRs were present in most of the tumor sections, at
both the protein and mRNA levels. The RT-quantitative PCR data correlated with the IHC scores.
SSTR1 was detected in approximately 65% of the TC and AC, but hardly in the SCLC, whereas both
SSTR2A and SSTR5 were present in approximately 45% of each entity. Furthermore, the SSTR1
expression level was positively correlated with patient survival.
Conclusions: Our results suggest that SSTRs can be used as novel diagnostic, prognostic, and ther-
apeuticmarkers of BP-NEN. The differences in the SSTR expression profile between the three types
of BP-NENmay help to set a diagnostic cutoff and predict patient prognosis. Similar to TC and AC,
our results also revealed apreviously unappreciatedhigh level of SSTR2Aexpression in SCLCwithin
a subgroup of patients. However, in most cases, pan-somatostatin analogs may represent an ad-
ditional therapeutic option. (J Clin Endocrinol Metab 100: 831–840, 2015)
According to the 2004 World Health Organizationclassification, bronchopulmonary neuroendocrine
neoplasms (BP-NEN) comprise four tumor entities, which
differ with respect to their dignity and differentiation:
well-differentiated typical carcinoids (TC), intermediate
atypical carcinoids (AC), poorly differentiated small cell
lung cancers (SCLC), and large cell neuroendocrine car-
cinomas (1–6). From the pathology point of view, it is
extremely difficult to distinguish AC from SCLC, partic-
ularly with highly proliferative or poorly differentiated
ISSN Print 0021-972X ISSN Online 1945-7197
Printed in U.S.A.
Copyright © 2015 by the Endocrine Society
Received June 18, 2014. Accepted December 9, 2014.
First Published Online December 12, 2014
* D.K. and E.S. contributed equally to this manuscript.
Abbreviations: AC, atypical carcinoid; BP-NEN, bronchopulmonary NEN; CT, computed
tomography; FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded tumor block; GEP-NET, gastroen-
teropancreatic neuroendocrine tumor; IHC, immunohistochemistry; IRS, immunoreactivity
score; NEN, neuroendocrine neoplasm; PET, positron emission tomography; ROC, receiver
operating characteristic; qRT-PCR, quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction;
SCLC, small cell lung cancer; SSA, somatostatin analog; SSTR, somatostatin receptor; TC,
typical carcinoid; TMA, tissue microarray.
O R I G I N A L A R T I C L E
doi: 10.1210/jc.2014-2699 J Clin Endocrinol Metab, March 2015, 100(3):831–840 jcem.endojournals.org 831







AC, and there is currently a lack of useful cutoff markers
for that purpose (5, 7–9).
Neuroendocrine neoplasms (NEN) are known for the
overexpression of somatostatin receptors (SSTR), which
provide a molecular basis for diagnostic and therapeutic
interventions. These G protein-coupled receptors consist
of five family members, SSTR1 to -5; the SSTR2 exists in
two splice variants: the unspliced SSTR2A and the spliced
SSTR2B, the presence of which in humans is discussed
controversially (10).
Because the SSTR2A is the “primary target” of the cur-
rently used somatostatin analogs (SSAs) and because this
SSTR subtype is present in  80% of intestinal NENs,
SSTR imaging, pharmacotherapy, and radiotherapy have
become a routine procedure in managing gastroentero-
pancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NET) (11–19).
In contrast, no sufficient data are yet available for BP-
NEN (3), although some case reports and retrospective
series describe the successful use of SSTR imaging (eg,
positron emission tomography [PET]/computed tomog-
raphy [CT]) (3, 21, 22).
To verify the use of SSTR-mediated diagnostic and
therapeutic principles forBP-NEN,ourobjectiveswere: 1)
to evaluate the hitherto insufficiently characterized SSTR
subtype distribution in TC, AC, and SCLC at the mRNA
and protein level; 2) to search for a cutoff marker among
the SSTR subtypes to differentiate betweenACand SCLC;
and 3) to correlate the expression of SSTR subtypes with
patient survival and grading.
Patients and Methods
Patients
A total of 240 formalin-fixed, paraffin-embedded tumor
blocks (FFPEs) from 90 patients were provided by the Labora-
toryofPathologyandCytology,BadBerka,Germany.Following
the Union for International Cancer Control and World Health
Organization guidelines, two different pathologists histologi-
cally verified each tumor sample. Twenty-six patients were di-
agnosed with TC, 30 with AC, and 34 with SCLC (Figure 1). Of
those collected, two patients were staged by a 68Ga-DOTATOC
PET/CT, and one of these was treated 6 months before surgery
with four cycles of chemotherapy (cisplatin etoposide). All the
other patients were treated surgically as first-line therapy. From
the individual patients, either the primary tumor or the metas-
tasis was available, but not both together (Table 1 and Supple-
mental Table 1). The samplematerial comprisedmainly resected
specimens, but in some cases biopsieswere additionally available
from the same patients. Depending on the tumor size, primary
tumor samples were divided into two or three parts and embed-
ded in separate paraffin blocks. In case of multifocal metastases
(eg, lymph node metastases), different FFPEs from the same pa-
tient were obtained. Thus, the number of samples varied from
one to 16 FFPEs per patient.
A positive vote was obtained from the local ethics committee
for this retrospective study.
Immunohistochemistry (IHC)
From the FFPE, 4-m-thick sections were cut and floated
onto positively charged slides. Subsequent IHC was performed
for all 240 FFPEs by an indirect peroxidase method as described
previously (23). Briefly, after deparaffinization, an antigen re-
trieval was performed by boiling the sections in 10 mM citrate
buffer (pH 6.0) for 16 minutes at 600 W. The sections were
incubated overnight at 4°C with the specific monoclonal rabbit
antibodies (cell supernatants of the cell clones) directed against
the respective carboxyl-terminal tail of the different SSTRs
(hSSTR1—UMB-7, rabbit monoclonal, 1:30 [23]; hSSTR2A—
UMB-1, rabbitmonoclonal, 1:10 [10]; hSSTR3—UMB-5, rabbit
Table 1. Patient Characteristics
Characteristic
No. of Patients
TC AC SCLC Total
Sex
Males 7 15 22 44
Females 19 15 12 46
Age, y
50 3 8 5 16
50 23 22 29 74
Median 59.90 58.32 59.92 59.38
SD 14.85 15.26 9.40 13.08
Grading
G1 20 7 0 27
G2 4 18 0 22
G3 2 5 34 41
Metastases
Yes 1 8 9 18
No 25 22 25 72
Metastatic sites
Lymph nodes 1 7 n.d. 8
Liver 1 2 n.d. 3
Other 1 4 4 9
Clinical syndromes
Present 3 5 n.d. 8
Absent 23 25 n.d. 48
Chromogranin A
Positive 25 29 29 83
Negative 1 0 3 4
Abbreviation: n.d., no data.
Figure 1. Consort diagram.
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monoclonal, 1:20 [24]; and hSSTR5—UMB-4, rabbit monoclo-
nal, 1:10 [25], Epitomics; and hSSTR4—4802, rabbit poly-
clonal, 0.5 g/mL, Gramsch Laboratories). Detection of the pri-
mary antibodies was visualized using 3-amino-9-ethylcarbazole
in acetate buffer (BioGenex). Sections were then rinsed, coun-
terstained with Mayer’s hematoxylin, and mounted in Vecta-
mount mounting medium (Vector Laboratories). For immuno-
histochemical controls, the SSTR antibodies were adsorbed for
2 hours at room temperature with 10 g/mL of the peptide used
for the immunizations (Supplemental Figure 1). Positive controls
for SSTR1, -2A, -3, and -5 were FFPEs from human pancreata,
and controls for SSTR4 were FFPEs from human cortices.
All sections were scored by the semiquantitative immunore-
activity score (IRS) according to Remmele and Stegner (26), as
modified by McCarty et al (27), multiplying the percentage of
positive cells in five gradations (0, 1, 2, 3, 4) with the staining
intensity in four gradations (0, 1, 2, 3). As a result, score values
between 0 and 12 were obtained. If one tumor section had dif-
ferent staining intensities to a different extent, the percentage of
positive cells was multiplied with each staining intensity, and an
arithmetic average was calculated. Finally, every tumor slide re-
ceived one IRS. In case that one patient hadmore than one tumor
slide, an arithmetic mean was calculated from the IRS of each
slide.Thus, one IRS for each SSTR for eachpatientwasobtained,
and these data are summarized in Supplemental Table 1. For
further statistical analysis, the IRS was additionally divided into
a four-point classification (IRS 0–1  IRS classification 0; IRS
2–3  IRS classification 1; IRS 4–8  IRS classification 2; and
IRS 9–12  IRS classification 3) (see also Supplemental Figure
2). According to the definition of Remmele and Stegner (26), a
sample with an IRS classification of 3 was considered positive.
Quantitative Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction
(qRT-PCR)
In cooperation with STRATIFYER Molecular Pathology,
Cologne, Germany, one adjacent paraffin section from each of
the immunohistochemical slides from60patients (20TC,20AC,
and 20 SCLC, which were randomly and blindly selected) were
purified fully automatically to measure the mRNA and thus de-
tect SSTR expression at the transcriptional level. At the time of
the PCR data collection, the immunohistochemical studies had
not yet been evaluated, and the results of both methods were
determined blindly and independently.
Sufficient mRNA was isolated from FFPE specimens using a
standardized isolation method, based on magnetic beads [Ex-
traction-XL (96) RNA2.0 kit; STRATIFYERMolecular Pathol-
ogy] as previously described (28). Directly after extraction, mul-
tiplex TaqMan-real-time PCR was performed fully automated
using the SuperScript III Platinum One-Step real-time RT-PCR
kit and the PlatinumTaqDNApolymerase (Invitrogen). Primers
and probes for the SSTR subtypes were designed by STRATI-
FYER Molecular Pathology and prepared by Eurogentec. The
housekeeping gene CALM2 (calmodulin 2) was used as a con-
trol. Additionally, a NTC (no-template control) and a human
reference RNA (Agilent Technologies, Germany) were analyzed
in parallel. Measurements were conducted on an Mx3005P de-
vice using the MxPro version 4.10d software (Agilent Technol-
ogies, Germany). After 40 cycles (50min at 30°C, 2min at 95°C
[15 s at 95°C, 45 s at 60°C]  40), a logarithmic analysis was
performed at a threshold of 50. The values were normalized
using the following formula: dCt(Norm)  40  Ct
(Ct(SSTR)Ct(CALM2)). As a result, dCt values 19.00were
obtained and used for further calculations. Because values 
27.00 mark the limit of detection of the respective assay system,
they were classified as positive. In addition, a four-point classi-
fication was implemented, similar to that used for the immuno-
histochemical IRS (dCt values  23.78  PCR classification 0;
dCt values 23.78–28.55  PCR classification 1; dCt-values
28.56–33.33 PCR classification 2; and dCt values 33.33
PCR classification 3). For each SSTR, the data of all patients are
summarized in Supplemental Table 1.
Statistics
For statistical analysis, the IBM SPSS statistics program ver-
sion 20.0.0 was used. The statistics were done on the individual
mean IRS and the dCt values of the SSTR, as well as on grading
and survival (in terms of months) of the patients. Because the
data were not normally distributed (Kolmogorov-Smirnov test),
Spearman’s rank correlation, Mann-Whitney, and Kendall’s -c
test were performed. For survival analysis, the Kaplan-Meier





Of all the SSTR, SSTR1was expressedmost frequently in
the BP-NEN, whereas SSTR4 and SSTR3were present only
rarely and usually with low intensity. Here, membrane-
bound immunostaining was obtained for SSTR2A. Staining
for SSTR1, SSTR3, and SSTR5was both membrane-bound
and cytoplasmic, whereas that for SSTR4 was exclusively
cytoplasmic (Figure 2). In some cases, there was a heteroge-
neous staining intensitybothwithinone sampleandbetween
different samples from single patients.
The percentage of positivity for each SSTR subtype in
each entity is shown in Table 2.
qRT-PCR
According to the mRNA analysis, SSTR5 was the re-
ceptor most frequently present, followed by SSTR2A and
SSTR1. Similar to the IHC, differences in the SSTR pos-
itivity existed between the entities (Table 2).
Correlation of IHC with qRT-PCR
The frequency distributions of the SSTR subtypes be-
tween the IHCandqRT-PCRresultswere very similar and
corresponded well with each other (Figure 3).
The Spearman rank correlation showed that the ex-
pression intensities of the SSTR subtypes between the two
detection methods correlated with each other, too (Figure
3). There was a highly significant interconnection for
SSTR2A and SSTR1. The SSTR5 expression also signifi-
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cantly correlated between the twomethods, but there was
no significant correlation for SSTR3 or SSTR4.
SSTR expression intensities
Immunohistochemistry
SSTR1.The SSTR1 expression intensity in the SCLC (me-
dian IRS 1) was significantly lower than that in the AC
and TC. The Mann-Whitney test revealed highly signifi-
cant differences between the entities (AC and SCLC, U
180.0, P  .001; TC and SCLC, U  141.0, P  .001).
SCLC displayed the lowest interquartile range, and 75%
of thevalueswerebelowan IRSof2points (Figure4A).TC
had the largest interquartile range, covering all the IRS
points from0 to12.Themedian for theTCwas 6.5,which
was higher than that for the AC.
SSTR2A. The SSTR2A expression had a median value of
2 IRS points for all three cancer types and was expressed
either very strongly or not at all. There were no significant
differences in SSTR2A expression between TC, AC, and
SCLC (TC and AC, U 341.5, P .412; AC and SCLC,
U  465.5, P  .541) (Figure 4C).
SSTR3. Few samples displayed SSTR3 expression, which
was alwaysweak (IRS 4). No differences were observed
among the cancer types.
SSTR4. In all three entities, SSTR4 was only weakly ex-
pressed compared with the other subtypes. The staining
intensity scoredmostly around2 IRSpoints andwas never
higher than 8 IRS points. The median SSTR4 expression
value among all the BP-NEN was 0 IRS points.
SSTR5. There were significant differences in SSTR5 ex-
pressionbetweenTCandSCLC(U288.0;P .018) and
betweenACand SCLC (U 338.0;P .018) (Figure 4E).
The SCLC had the lowest median and the smallest inter-
quartile range. The AC showed the broadest span, and
with 4 IRS points, the median of the AC was significantly
higher than that of the TC and the SCLC.
qRT-PCR
SSTR1.Therewerehighly significantdifferences inSSTR1
expression between AC and SCLC (U  74.5; P  .001)
and between TC and SCLC (U  97.5; P  .001). As
shown in the boxplots in Figure 4B, SSTR1 mRNA was
detected in only one SCLC, whereas the TC and the AC
showed consistently high SSTR1 expression levels.
SSTR2A. SSTR2A expression was similar among all three
tumor types (TC and AC, U  168.0, P  .360; AC and
SCLC, U  175.0, P  .482). The low median (dCt 
19.00) indicates that 50% of the TC did not express
SSTR2A (Figure 4D).
SSTR3. SSTR3mRNAwas detected in two samples, but it
was at such low intensity (IRS 2) that it was classified as
negative.
Table 2. Percentage of Positive Patients in the IHC





TC AC SCLC Total TC AC SCLC Total
SSTR1 76.9 66.7 14.7 48.9 50.0 65.0 5.0 40.0
SSTR2A 42.3 43.3 47.1 43.5 40.0 45.0 50.0 45.0
SSTR3 0.0 3.3 9.4 5.7 0.0 0.0 0.0 0.0
SSTR4 19.2 10.0 17.6 15.6 5.0 25.0 10.0 13.3
SSTR5 42.3 60.0 29.4 42.4 60.0 65.0 40.0 56.7
Figure 2. Immunohistochemical staining of the different entities. The
hematoxylin-eosin (HE) staining depicts a TC with distinct acinar and
rosette-like structures; an AC with cell palisades, multiform cell nuclei,
and nuclear molding; and a SCLC with oat-shaped cells, crushing
artifacts, and necrotic areas. SSTR1 showed cytoplasmic but also partly
membrane-specific staining. SCLC were mostly SSTR1 negative. For
SSTR2A, a distinct membrane-bound immunoreactivity was observed
in the positive specimens of all three entities, whereas almost none of
the samples displayed SSTR3 expression. SSTR4 showed characteristic
cytoplasmic staining, and with the SSTR5, both membranous and
cytoplasmic immunoreactivity was observed.
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SSTR4. SSTR4 mRNA was present in very few samples
and only at very low intensity. Between the three tumor
entities, no significant differences were seen.
SSTR5. The intensity of SSTR5 mRNA expression grad-
ually decreased toward the poorly differentiated tumor
types (Figure 4F). TheMann-Whitney test (U) indicated a
significantly different expression between the SCLC and
the other two tumor types (TC and SCLC, U 141.0,P
.094; AC and SCLC, U 124.0, P .037). SSTR subtype
correlations (IHC, qRT-PCR) are shown in Supplemental
Figures 3 and 4.




ciety Consensus Guidelines, 27 of the patients with BP-
NEN were G1, 22 were G2, and 41 were G3 status. The
Kendall -c test revealed negative correlations between the
grading and the expression of SSTR1 and SSTR5, respec-
tively, in both the IHC and the qRT-PCR (SSTR1—IHC,
c0.439,P .001; qRT-PCR, c0.444,P .001;
and SSTR5—IHC, c  0.210, P  .024; qRT-PCR, c
 0.275, P  .023). Furthermore, there was a positive
correlation between SSTR4 expression, as determined by
IHC, and the grading (c  0.253; P  .006).
Survival
In a Kaplan-Meier analysis, the
IRS and PCR classifications of the
SSTR subtypes were evaluated with
respect to the survival time of the pa-
tients (event tumor-related death).
For SSTR1 expression, assessed by
both methods, there was a signifi-
cant correlation with the survival
time: the stronger the SSTR1 expres-
sion, the better the survival of the pa-
tients (Figure 5). This resultwas con-
firmed by the log-rank test.
Discussion
Weevaluated the SSTRexpression in
a large series of patients with BP-
NEN by IHC and qRT-PCR, at both
the protein and mRNA levels. Our
investigation can be considered rep-
resentative because it comprises a
large number of cases, comparable
subgroup sizes, and clinical and follow-up parameters.
With the sole exception of the antibody directed against
SSTR4, monoclonal antibodies were used for the IHC.
Other studies of SSTRprotein expression examined either
a small number of samples (23–25, 29–33) or only single
receptor subtypes (8, 23–25, 29, 31, 32, 34). SSTR2A,
SSTR3, and SSTR5 have been examined frequently,
whereas SSTR1 and, particularly, SSTR4 have been eval-
uated only rarely by IHC. The only comprehensive study
to date was carried out by Tsuta et al (35), who investi-
gated all SSTR subtypes in all BP-NENentities by IHCbut
only considered tissue microarrays (TMA), which in the
caseofheterogeneousSSTRexpression (asobserved inour
study)may lead tomisjudgmentof the samples.Anequally
comprehensivequantificationof SSTRmRNAinBP-NEN
has not previously been performed. Instead, only certain
cancer types (36), receptor subtypes (31, 34), or small
numbers of cases (31, 34, 37) were analyzed, which were
only part of a larger, general study of NEN (30, 38). Also,
currently recruiting studies focusonpulmonaryNENonly
as a complementary cancer type (eg, RADIANT-4). There
is a2010NorthAmericanNeuroendocrineTumorSociety
guideline for the diagnosis and management of well-dif-
ferentiated neuroendocrine tumors of the thorax (39).
Here, information on SSTR diagnostics (Octreoscan rec-
ommended, SSTR PET/CT in need of more clinical trials)
and SSTR therapeutics (octreotide for symptom control)
are given. Our study may serve as a basis to extend SSTR
Figure 3. Frequency distribution and Spearman’s rho of the SSTR subtypes in both IHC and qRT-
PCR. The percentage of positive cases (IHC, IRS  3; qRT-PCR, dCt  27.00) for each SSTR
subtype is shown. The table below depicts the respective Spearman’s rank correlations. The IRS
values of the IHC were used as variables, and the dCt values of the qRT-PCR were used as
covariates. Overall, 60 patients were considered. PCR represents qRT-PCR. Red, SSTR1; light blue,
SSTR2A; yellow, SSTR3; green, SSTR4; dark blue, SSTR5.
doi: 10.1210/jc.2014-2699 jcem.endojournals.org 835








diagnostics and SSTR therapies in BP-NEN and to con-
duct more clinical trials in this regard.
Pelosi et al (37) first reported on the possibility of using
SSA in the nuclear diagnosis and treatment of BP-NEN.
The clinical significance is further underlined by case re-
ports and some clinical series that corroborate the finding
that the current diagnostics (CT, bronchoscopy) are in-
adequate (3, 21, 22). Until now, a comprehensive study of
SSTR expression in BP-NEN was missing.
In the present study, we found frequent positivity in
both methods for SSTR1, which significantly declined,
however, from the better to the poorly differentiated tu-
mor entities. In TC and AC, SSTR1 was the most fre-
quently expressed SSTR subtype, whereas it was signifi-
cantly less common in SCLC, corresponding well to the
findings of Tsuta et al (35), where SSTR1 also declined to
the SCLC. The current classification system of BP-NEN is
based on two grading systems that include the number of
Figure 4. Box plots of the expression levels of SSTR subtypes 1, 2A, and 5. The figure shows the box plots of the SSTR expression levels as
determined by IHC (left) or qRT-PCR (right). The IRS values were plotted for the IHC, and the dCt values were plotted for the qRT-PCR against the
tumor entities for SSTR1 (A and B), SSTR2A (C and D), and SSTR5 (E and F). The median with the upper and lower quartiles is depicted with the
respective whiskers and outliers.
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mitoses and the extent of necrosis (39). The transitions
between the entities are fluid (TCtoAC,ACtoSCLC/large
cell neuroendocrine carcinoma), and in cases of poorly
differentiated but low proliferative tumors (eg, AC/
SCLC), it is difficult to distinguish clearly (the same holds
true for well-differentiated but highly proliferative tu-
mors) (5, 8, 40). Here, an additional marker could help to
make the decision easier. To the best of our knowledge, in
this context and beyond, the role of Ki-67 in BP-NEN is
still controversial (41, 42). In this respect, we recommend
the use of the SSTR1 expression level as an additional
cutoff marker to facilitate the diagnosis of borderline AC
and SCLC. Therefore, SSTR1 could be used as a supple-
mentary cutoff marker to distinguish AC from SCLC. In
this respect, a receiver operating characteristic (ROC)
analysis has been performed additionally (Supplemental
Figure 5). According to this analysis, the SSTR1 expres-
sion level is clearly well suited as a cutoff marker between
the tumor entities (AUCalwaysdistinctly higher than0.5),
the IHC (probably due to higher case numbers) being
somewhat better in this respect as compared to the PCR.
For this reason, in the Kaplan-Meier analysis, the tumor
type was not considered, and it was found that the SSTR1
was a strong prognostic marker: high expression favored
better survival. However, also within the tumor entities,
lower SSTR1 levels correlate with poor patient prognosis,
too, but the case numbers within these subgroups are too
small to allow for statistical significance, especially be-
cause hardly any TC or AC patients died.
In contrast to literature data (30, 31, 35, 37, 43, 44),we
were not able to show that SSTR2A is indeed the most
common SSTR subtype expressed in
BP-NEN, a result that was con-
firmed by both of our methods. Sim-
ilar to the data presented by Righi et
al (8), inour study, SSTR2Awaspos-
itive in about 45% of the patients.
Because SSTR2A is much less likely
to be expressed in BP-NEN than in
GEP-NET, that finding has direct di-
agnostic and therapeutic conse-
quences with respect to which SSA
should be used. However, if present,
SSTR2A is expressed very strongly.
Hence, this subgroup of patients
(even those with SCLC) may benefit
from an (additional) octreotide-
based therapy.
As described already in literature
(30, 45), SSTR3 seems to be ex-
pressed in BP-NEN only very rarely
(and weakly), or not at all. The fact
that in our study both IHC and PCR
did not correlate with each other is most probably due to
the low number of SSTR3-positive specimens.
In our study also, SSTR4 expression did not correlate
between IHC and PCR. However, a polyclonal antibody
was used for the detection of SSTR4, so nonspecific stain-
ing, and thus an overestimation of the expression, was to
be expected. The homogenous cytoplasmic staining,
whichwas seen in each tumor sample,was excluded in our
evaluation, and only an apparently specific immunoreac-
tivity was taken into account. Hence, the incidences of
SSTR4 expression observed in the IHC must be regarded
as critical. Various commercially available antibodies
were tested beforehand, but none gave better staining re-
sults (ie, staining of the nuclei only) than the antibodyused
in our analysis. Therefore, the lack of specific (monoclo-
nal) anti-SSTR4 antibodies may be the reason that SSTR4
has been excluded from many IHC studies (8, 30, 31).
Compared with previous studies (30, 31, 35), in our
investigation the SSTR5 was detected more frequently by
both methods. A large proportion of the samples was
jointly positive for SSTR1 and SSTR5, leading to a highly
significant correlation between the respective expression
rates as shown in Supplemental Figures 3 and 4. Rochev-
ille et al (46) suggested that these two SSTR subtypes may
form heterodimers, and it remains to be established
whether that phenomenon occurs frequently in BP-NEN
and thus affects the pharmacological activity of SSA.
When comparing the results of our study with the data
of Tsuta et al (35) (Supplemental Table 2), it can be seen
that SSTR1 and SSTR4 show similar frequency distribu-
Figure 5. Kaplan-Meier analysis of the SSTR1 expression. The cumulative survival of the patients
in relation to the SSTR1 expression level evaluated by IHC (A) or qRT-PCR (B) is shown. With both
methods, the expression intensities were plotted as 0 (no expression, blue), 1 (low expression,
green), 2 (moderate expression, yellow), and 3 (strong expression, red). An event was defined as
a tumor-related death. A, For the immunohistochemical analysis, material from 82 patients was
available, 32 of whom had died due to the tumor (IRS classification 0: 28 patients, 18 events; IRS
classification 1: 19 patients, 7 events; IRS classification 2: 29 patients, 7 events; IRS classification
3: 6 patients, no events). The log-rank test gave a value of 13.920 (P  .003). B, For the qRT-
PCR, material from 56 patients was available, 18 of whom had died due to the tumor (PCR
classification 0: 33 patients, 16 events; PCR classification 1: 1 patient, no events; PCR
classification 2: 12 patients, 2 events; PCR classification 3: 10 patients, no events). The log-rank
test gave a value of 9.935 (P  .019).
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tions in both studies. Tsuta et al (35) observed higher
SSTR2A and SSTR3 levels than seen in our examinations,
whereas the SSTR5 could be detected more frequently in
our study. Differences can be explained by the use of dif-
ferent antibodies: Tsuta et al (35) used polyclonal anti-
bodies obtained from Gramsch laboratories, which al-
ways show higher background staining in comparison to
ourmonoclonal antibodies.Respective comparative stain-
ings have been performed by our laboratory beforehand
(47). Furthermore, Tsuta et al (35) investigated TMAs
with a diameter of 1.0 mm only. In our study, mostly
whole tumor resectates were examined. Because the SSTR
expression pattern is very heterogeneous (as observed in
our investigation and as previously seen also in other stud-
ies) (24, 30, 37, 43, 48), the evaluation of TMAs can lead
to incorrect results. For example, this can be seen from
four pictures of a heterogeneous SSTR-expression pattern
(Supplemental Figures 6–9). In each of the photomicro-
graphs, three TMAs with 1.00 mm diameter were drawn.
This resulted in three different ratings for each tumor
specimen.
Finally, it can be concluded that the SSTR mRNA ex-
pression level correspondswell with the respective protein
level, as previously described in other studies (30, 35).
Weak discrepancies between both of thesemethods can be
explained by the fact that SSTR expression could be de-
tected immunohistochemically to a low extent in the tu-
mor stroma: SSTR1 showed positivity in alveolar macro-
phages and some glandular cells. Vascular endothelial
cells and germinal centers of lymph follicles were SSTR2A
positive, and immune cells (macrophages and granulo-
cytes) were positive for the SSTR3. Nonetheless, both de-
tectionmethods indicated that the relative subtype expres-
sion levels inTCandACwere SSTR1SSTR5SSTR2A
and that SSTR2A and SSTR5 were the most frequently
expressed subtypes in SCLC, corresponding well to the
results of Zatelli et al (36) and van Hoek et al (45). There-
fore, (except for the subgroupof patients strongly express-
ing SSTR2A, but at least for diagnostics) the use of the
conventional synthetic SSA for patients with BP-NEN
could be replaced by the use of newer pan-SSA. The pep-
tides currently used in the SSTR-PET/CT, DOTA-TOC,
and DOTA-TATE and the long-acting SSA used in symp-
tomatic and antiproliferative pharmacotherapy can there-
fore not be equally employed in gastrointestinal and pul-
monary NEN. All of the currently used peptides have a
high affinity for SSTR2A (IC50, between 0.2 and 2.5
nmol/L) and a lower affinity for SSTR5 (73–377 nmol/L)
(49).With regard to SSTR1, however, they show very low
affinity (10 000 nmol/L), so that the receptor, which is
very frequently expressed in TC and AC, cannot be tar-
geted using the peptides currently available. Recently, the
second-generation pan-SSA pasireotide (SOM230; No-
vartis Pharmaceuticals Corporation, Switzerland) was
successfully introduced into the market (50–53). With a
high binding affinity for SSTR1, SSTR2A, SSTR3, and
SSTR5, this new SSA is promising, not least of all in that
the antiproliferative effects on GEP-NET, as observed
with octreotide in the PROMID (54) and CLARINET
study, may be more pronounced with pasireotide. Func-
tional effects of pan-SSA in BP-NENwere observed in the
human bronchial carcinoid cell line NCI-H727 in a study
by Ono et al (20) in 2007, which showed increased anti-
proliferative effects of pasireotide (SOM230) in compar-
ison to octreotide. Further clinical trials are ongoing: 1) a
three-arm trial to evaluate pasireotide LAR/everolimus
alone/in combination in patients with lung/thymus neu-
roendocrine tumor—the LUNA trial; and 2) a trial of pa-
sireotide LAR and topotecan in relapsed or refractory
SCLC.
Conclusion
We showed that BP-NEN exhibits a broad range of
SSTR subtype expression levels. Hence, SSTR can be used
as novel diagnostic, prognostic, and therapeutic markers
of BP-NEN. It is evident that a high SSTR1 expression
level is associated with better patient survival, suggesting
that the SSTR1 can be a complementary cutoff marker for
diagnosing AC and SCLC. Our results revealed a hitherto
unappreciated high level of SSTR2A expression in SCLC
within a subgroup of patients, which may be targeted by
an (additional) octreotide-based therapy. Because only
SSTR1 and SSTR5were present in sufficient amounts and
frequencies, pan-SSA with a high affinity for these sub-
types may increase the diagnostic (eg, SSTR-PET/CT) and
therapeutic specificity. This also holds true for peptide
receptor radionuclide therapywith possibly high response
rates in advanced TC and AC. Therefore, a prior evalua-
tion of the SSTR subtype status by IHC or qRT-PCR is
strongly recommended.
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Für die immunhistochemische Evaluierung von Somatostatinrezeptoren gibt es in der Routi-
nepathologie bisher kein einheitliches Auswertungssystem. Auch aus den vielen Publikationen 
zur SSTR-Evaluierung in verschiedensten Malignitäten kann man ableiten, dass diverse 
Scores neu entwickelt oder modifiziert wurden, um sie somit an die jeweilige Fragestellung 
anzupassen. Da die SSTR-Expression aber sehr heterogen ausgeprägt ist, können verschie-
dene Auswertungsmethoden zu stark variierenden Ergebnissen führen. Die Bestimmung von 
SSTR in der histopathologischen Diagnostik von NEN ist jedoch sehr entscheidend für eine 
adaptierte Bildgebung oder Therapie mit SSA (Auswahl des richtigen SSA), weshalb die 
Standardisierung der immunhistochemischen SSTR-Evaluierung an Bedeutung gewinnt. Aus 
diesem Grund wurden im Manuskript II drei in der SSTR-Auswertung häufig verwendete im-
munhistochemische Scoring-Systeme miteinander verglichen und deren Vor- und Nachteile 
betrachtet. Als Proben hierfür dienten die FFPE des gleichen Patientenkollektives der vorheri-
gen Studie, die mittels Immunhistochemie und qRT-PCR analysiert wurden. Das abschlie-
ßende Ergebnis dieser Untersuchung ist, dass alle drei Scores für die Auswertung der im-
munhistochemischen Färbungen aller fünf SSTR geeignet sind und die Ergebnisse gut mitei-
nander korrelieren, der Immunreaktive Score jedoch eine gewisse Überlegenheit zeigte: Er 
liefert aussagekräftige Ergebnisse zur Färbeintensität bezogen auf den Prozentsatz positiver 
Zellen und bleibt dabei in der Auswertung am meisten praktikabel. Seine ermittelten Werte 
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Comparison of IRS, HER2/neu score and H score for the immunohistochemical evaluation
of somatostatin receptors in bronchopulmonary neuroendocrine neoplasms.
Aims: Due to the growing number of somatostatin
receptor (SSTR) targeting analogues and radiopep-
tides used for the diagnosis and therapy of neuroen-
docrine neoplasms (NEN), the assessment of SSTR
subtype status has increasingly gained predictive
value. In pathology, the SSTR protein levels are
detected routinely by immunohistochemistry (IHC);
however, a lack of a standardized evaluation system
persists. Thus, in the present investigation, three
well-established semi-quantitative scoring systems
[immunoreactive score (IRS), human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2)/neu score, H score]
used commonly for SSTR-IHC evaluation in NEN
were compared.
Methods and results: A total of 240 formalin-ﬁxed,
parafﬁn-embedded tumour samples from 90 patients
with bronchopulmonary NEN were examined by IHC
and quantitative reverse transcription–polymerase
chain reaction (qRT–PCR) for SSTR1, 2A, 3, 4 and 5
expression. Using both methods, SSTR1, 2A and 5
were the most frequently expressed subtypes. For all
SSTR subtypes, all three scores correlated well with
each other and with qRT–PCR data. However, the
IRS was the most meaningful score with the best cor-
relation to mRNA levels.
Conclusions: Because a uniﬁed IHC scoring system
for SSTR analysis is needed urgently to optimize the
theranostics of NEN, among the scores tested, the IRS
seems to be the most suitable according to our
results. It provides sufﬁcient accuracy combined with
high practicability.
Keywords: H score, HER2/neu score, immunohistochemistry, immunoreactive score, lung, neuroendocrine
tumours, receptors/somatostatin
Introduction
Somatostatin receptors (SSTR) are known for their
overexpression in neuroendocrine neoplasms (NEN)
and thus have gained high importance for the diag-
nosis and treatment of this tumour type. SSTR com-
prise a family of ﬁve G-protein-coupled receptor
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subtypes, namely SSTR1, 2, 3, 4 and 5, with SSTR2
existing as two splice variants: the unspliced SSTR2A
and spliced SSTR2B, the presence of which in man
has been discussed controversially.1–3
Numerous studies exist regarding the SSTR status
of gastroenteropancreatic NEN (GEP-NEN) and high
levels of SSTR2A with positivity in more than 80%
of patients have been observed. The latter ﬁnding
further advances diagnostic and therapeutic interven-
tions, with in-vivo imaging methods using radiola-
belled somatostatin analogues (SA) playing an
important role [SSTR scintigraphy, SSTR-positron
emission tomography-computed tomography (PET/
CT)].4–11 However, SSTR positivity can also result in
an adapted therapy with SA or, particularly in
metastatic disease, in peptide receptor radionuclide
therapy.11–14
For all these interventions, however, no clear-cut
evidence remains with respect to their use in NEN of
the bronchial tree, because there is a lack of extensive
studies concerning the SSTR expression status in
bronchopulmonary NEN (BP-NEN).15 This heteroge-
neous tumour group comprises the well-differentiated
typical carcinoids (TC), intermediate-differentiated
atypical carcinoids (AC), poorly differentiated small-
cell lung cancers (SCLC) and large-cell neuroendo-
crine carcinomas.16–18
To investigate the SSTR expression rate, different
methods can be considered. Northern blotting, in-situ
hybridization and reverse transcription–polymerase
chain reaction (RT–PCR) detect the mRNA levels of
SSTR; however, Western blotting and immunohisto-
chemistry (IHC) recognize SSTR expression on the pro-
tein level, and seem to be more reasonable for
subsequent diagnosis and treatment modalities. IHC is
a reproducible method that could be performed in labo-
ratories worldwide with a convenient cost–beneﬁt
ratio. One can work with archived material and deter-
mine the localization of the expression with commer-
cially available antibodies for all SSTR subtypes.
Pre-operatively, biopsy material can be investigated,
and subsequent clinical procedures selected. Thus far,
different semiquantitative scoring systems exist that
are deﬁned mainly by the authors themselves, thus
resulting in poor interlaboratory comparability.19–24
One score that is well established but hardly used is the
immunoreactive score (IRS) according to Remmele and
Stegner,25 which was ﬁrst developed for the IHC evalu-
ation of oestrogen and progesterone receptors in mam-
mary carcinoma, but also gained importance in the
evaluation of NEN.4 The human epidermal growth fac-
tor receptor 2 (HER2)/neu score was developed by
DakoCytomation (Glostrup, Denmark) in conjunction
with the HercepTestTM (DakoCytomation) to standard-
ize the routine histopathological evaluation of HER
expression in breast cancer.1,2,26 Because of the mem-
branous staining of both HER2 and SSTR2A, this scor-
ing system was also used for SSTR assessment and is
employed additionally for the examination of the cyto-
plasmic staining of SSTR1, 3, 4 and 5.27,28 Some inves-
tigators have used the hormone receptor score (H
score) as a semiquantitative evaluation system for the
degree of immunohistochemical SSTR expression.24,29
This score was ﬁrst mentioned in 2003, when Hirsch
et al. used it to evaluate epidermal growth factor recep-
tor (EGFR) expression in non-small-cell lung cancer
(non-SCLC). Therefore, it is also called the EGFR
score.20,30
Because of the heterogeneity of the scores used at
present, there is still a need for a standardized evalua-
tion system for the immunohistochemical investiga-
tion of SSTR expression. Thus, the aim of our work
was to evaluate immunohistochemical SSTR expres-
sion in BP-NEN using the aforementioned three differ-
ent scoring systems (IRS, HER2/neu score, H score).
We compared the three IHC scores with each other
and with real-time RT–PCR analysis of adjacent par-
afﬁn sections for all ﬁve SSTR subtypes to guide the
development of a uniform and standardized IHC-SSTR
evaluation system.
Methods
P A T I E N T S
A total of 240 formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded
tumour samples (FFPE) were provided by the Depart-
ment of Pathology, Bad Berka (Germany). They were
derived from 90 patients, from whom 26 had the
diagnosis of a TC, 30 of an AC and 34 of a SCLC. All
tumours were veriﬁed histologically by two indepen-
dent pathologists according to the World Health
Organization and Union for International Cancer
Control criteria. The sample material comprised surgi-
cal specimens only (mainly tumour resections, some
biopsies) and there were no different time-points in
sampling. Dependent upon the tumour size, large pri-
mary tumours were divided into two or three parts
and embedded as separate parafﬁn blocks. In the case
of multifocal metastases (e.g. lymph node metastases),
different FFPE from the same patient were obtained.
Thus, the number of samples varied from 1 to 16
FFPE per patient. In this cohort, two patients are
known to have extrapulmonary metastases (one AC
patient: liver metastasis; one SCLC patient: thyroid
metastasis). In no case was paired primary tumour
© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology







and metastasis available. Only two of the patients
had been staged by a 68Ga-DOTATOC PET/CT prior
to surgery. A positive vote from the Ethics Committee
of the state of Thuringia was gained for this retro-
spective analysis.
I M M U N O H I S T O C H E M I S T R Y
From each FFPE, 4-lm sections were cut and ﬂoated
onto positively charged slides. The IHC was performed
by an avidin–biotin–peroxidase complex (ABC)
method, as described previously.31 The slices were
incubated overnight at 4°C with speciﬁc rabbit anti-
bodies against the C-terminal tail of the different
SSTR subtypes. Detailed information on the anti-
SSTR-antibodies is summarized in Figure 1.
Detection of the primary antibodies was visualized
using 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) in acetate buffer
(BioGenex, San Ramon, CA, USA). Sections were then
rinsed, counterstained with Mayer’s haematoxylin and
mounted in VectamountTM mounting medium (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). For immunohis-
tochemical controls, the SSTR antibodies were
adsorbed for 2 h at room temperature with 10 lg/ml
of the peptide used for the immunizations (Figure 1).
I M M U N O H I S T O C H E M I C A L E V A L U A T I O N
The IRS, based on the modiﬁcation of McCarty
et al.,32 is determined by multiplying the staining
intensity in four gradations with the percentage of
positive cells in ﬁve gradations.25 A mean was calcu-
lated between all staining intensities of one FFPE.
Thus, a score from 0 to 12 points is obtained
(Figure 2B). Samples having values ≥3 IRS points
were considered positive. The HER2/neu score is
based on a four-point classiﬁcation, which is formed
by the percentage of positive cells, the staining pat-
tern and intensity (Figure 2A). Tumours with a
HER2/neu score of 2+ or 3+ were considered positive.
The H score is calculated by adding the multiplica-
tion of the different staining intensities in four grada-
tions with each percentage of positive cells
(Figure 2C). Finally, a score from 0 to 300 points is
obtained. A tumour sample having an H score ≥50
points was considered positive. IRS and H score were
subclassiﬁed into a four-point system to allow for a
better comparison with the other scoring systems.
All 240 FFPE were evaluated by means of these
three scoring systems. If more than one FFPE from a
patient was present, the arithmetic mean and the
standard deviation were calculated of all FFPEs avail-
able for this patient. Due to staining errors, four of
the 90 patients had to be excluded from the SSTR3
evaluation.
R E A L - T I M E R T – P C R
In cooperation with STRATIFYER Molecular Pathol-
ogy, Cologne, Germany, adjacent sections of the
immunohistochemical slides from each 20 TC, AC
and SCLC were puriﬁed fully automatically to mea-
sure the mRNA and thus detect SSTR expression at
the transcriptional level. Sufﬁcient mRNA was iso-
lated from FFPE specimens using a standardized isola-
tion method, based on magnetic beads [Extraction-XL
(96) RNA 2.0 kit; STRATIFYER Molecular Pathology,
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Figure 1. Expression pattern and peptide neutralization of the ﬁve somatostatin receptor (SSTR) antibodies.
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Directly after extraction, multiplex TaqManTM-real-
time PCR was performed fully automated using
the SuperScript III Platinum One-Step real-time RT–
PCR kit and the Platinum Taq DNA polymerase (Invi-
trogen, Carlsbad, CA, USA). Primers and probes for the
SSTR subtypes were designed by STRATIFYER Molecu-
lar Pathology and prepared by Eurogentec (Seraing,
Belgium). The housekeeping gene calmodulin 2
(CALM2) was used as a control. Additionally, a no-
template control (NTC) and a human reference RNA
(QRef; Agilent Technologies, R€odermark, Germany)
were analysed in parallel. Measurements were con-
ducted on a Mx3005P device using the MXPRO version
4.10d software (Agilent Technologies, R€odermark,
Germany). After 40 cycles [50 min at 30°C, 2 min at
95°C (15 s at 95°C, 45 s at 60°C) 9 40)], a logarith-
mic analysis at a threshold of 50 was conducted.
E V A L U A T I O N O F T H E R E A L - T I M E R T – P C R
The values measured were normalized by taking the
difference between the Ct-value of the SSTR subtype
and the Ct-value of CALM2 subtracted by the maxi-
mum number of PCR cycles {dCt(norm) = 40 – DCt
[Ct(SSTR) – Ct(CALM2)]}. Thus, dCt-values ≥19.00
were obtained and, as in the IHC, a four-point
classiﬁcation was established (dCt-values: <23.78 = 0;
23.78 – 28.55 = 1; 28.56 – 33.33 = 2; >33.33 = 3).
DCt-values ≥27.00 were classiﬁed as positive.
S T A T I S T I C S
For statistical analysis, the program IBM SPSS Sta-
tistics version 20.0.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,




Immunoreactive Score accord. to Remmele und Stegner (IRS)
H-Score











2+ Weak to moderate complete
membranous or cytoplasmic
reactivity in  ≥ 10% of tumor cells
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Strong complete membranous or
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Figure 2. Overview of the applied immunohistochemical scoring systems. The staining intensities are shown above (0+, 1+, 2+, 3+), with an
example each for a membranous and for a cytoplasmic staining pattern. The calculation methods for the three different scores are shown in
the tables below (A–C).
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test the parameters were not distributed normally.
Therefore, Kendall’s Tau b and Spearman’s rank cor-
relation were performed as statistical tests. P-values
<0.05 were considered signiﬁcant and P-values <0.01
highly signiﬁcant.
Results
S S T R D I S T R I B U T I O N
The positivity of all the BP-NEN for the SSTR as evalu-
ated by the IRS is shown in Table 1. Here, the TC and
AC samples were mainly positive for the SSTR1,
SSTR2A and SSTR5. According to the IRS only 14.7%
of the SCLC (ﬁve of 34) expressed the SSTR1, whereas
47.1% (16 of 34) of the tumours were positive for the
SSTR2A and 29.4% (10 of 34) for the SSTR5.
The SSTR expression rate of all the BP-NEN as
evaluated by the HER2/neu score is summarized in
Table 1. Also, in TC and AC the SSTR1, the SSTR2A
and the SSTR5 were detected most frequently with
this score. With SCLC the highest expression rates
were observed for the SSTR2A and the SSTR5.
The results obtained with the H score can be seen
from Table 1. Here, most TC and AC were positive for
the SSTR1 and the SSTR5, but high SSTR2A levels
were also noted in these tumours. With regard to the
SCLC, with this score a strong positivity was seen for
the SSTR5 and the SSTR2A.
I N T R A - I N D I V I D U A L S T A N D A R D D E V I A T I O N
More than one FFPE was available from 50 of 90
patients (one to 16 FFPE per patient). Because of the
remarkable heterogeneous SSTR expression observed
both in single patients and within the tumour samples,
the intra-individual standard deviation (SD) for each
SSTR subtype was calculated for every IHC score
(Table 2). Here, in all three scores the SSTR2A showed
the highest SD. This receptor subtype was either
strongly or not expressed and a high intra-individual
variability was observed. In the IRS and the H scores a
relatively high SD was also seen with respect to SSTR5
and SSTR4 expression. Considering the wide range of
the values in the H score, larger SD values in this scor-
ing system are to be expected. Nevertheless, the rela-
tive proportions of the SDmax values for the individual
SSTR are comparable between the three scores.
I R S V E R S U S H E R 2 / N E U S C O R E V E R S U S H S C O R E
The three semi-quantitative IHC scores correlated
highly signiﬁcantly with each other. The strongest
correlations were observed between the HER2/neu
score and the IRS classiﬁcation. The lowest correla-
tion was seen for the SSTR5, both between HER2/neu
score and the H score classiﬁcation and between the
IRS classiﬁcation and the H score classiﬁcation
(Table 3).
I M M U N O H I S T O C H E M I C A L S C O R E S V E R S U S R E A L -
T I M E R T – P C R
The best correlations with the real-time RT–PCR data
were seen for the IRS classiﬁcation. Here, the SSTR1,
the SSTR2A and the SSTR5 expression data corre-
lated signiﬁcantly between both methods. Regarding
the H score classiﬁcation and the HER2/neu score,
the SSTR1 and SSTR2A correlated signiﬁcantly with
the respective PCR data. With the HER2/neu score a
tendency towards a correlation between both meth-
ods was observed for the SSTR5 (Table 4).
Discussion
At present, no uniform immunohistochemical evalua-
tion system for SSTR in NEN exists in the litera-
ture.19–24 However, because of the development of
new SA and radiopeptides that target additional SSTR
subtypes compared with conventional SA (targeting
particularly SSTR2A only), SSTR subtype assessment
becomes increasingly important. Thus, the aim of the
present study was to compare three well-established
scoring systems for the immunohistochemical investi-
gation of SSTR expression in terms of the effort
needed for their implementation and conformity.
All three scoring systems showed highly signiﬁcant
correlations with each other. The largest discrepan-
cies were noted for SSTR5 expression, particularly
when comparing the IRS classiﬁcation with the H
score classiﬁcation.
In a study by Kaemmerer et al.,4 the SSTR subtype
expression in a series of 21 GEP-NEN patients was
evaluated by the IRS classiﬁcation and compared
with the HER2/neu score. Here, the same highly
signiﬁcant correlations for each SSTR subtype
between the two scoring systems were detected as in
the present study.
Compared with the HER2/neu score, the advantages
of IRS lie in the integration of the percentages of the
various staining intensities in the calculation, result-
ing in a more accurate determination of receptor
expression. Because only SSTR2A is expressed exclu-
sively as a membrane-bound receptor, characteriza-
tion of the other SSTR subtypes by the HER2/neu score
© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology







is ambiguous, because the assignment of immuno-
staining of the tumour slides to the four gradations of
the HER2/neu score is extremely difﬁcult. We had to
adapt the conditions of this scoring system for cyto-
plasmic staining, which was developed originally for
membranous staining, as shown in Figure 2A. In Sch-
mid et al.29 and Tsuta et al.,24 the immunohistochemi-
cal SSTR determination was evaluated using the H
score. This new score is more detailed than the IRS by
weighting the percentages of the stained areas
together with the intensity, which leads ultimately to
a result from 0 to 300 points. It is true that with this
instrument a more granular characterization of the
receptor expression level can be achieved than with
the other scores; however, with the H score, the rela-
tive error increases as the subjectively inﬂuenced
Table 1. Somatostatin receptor (SSTR) expression in bronchopulmonary neuroendocrine neoplasms (BP-NEN) according to
the three immunohistochemical scoring systems and to the real-time reverse transcription–polymerase chain reaction (RT–
PCR). Data are given as percentage of positive cases (number of positive cases/total number of cases)
All BP-NEN TC AC SCLC
Immunoreactive score
SSTR1 50.0 (45/90) 76.9 (20/26) 66.7 (20/30) 14.7 (5/34)
SSTR2A 44.4 (40/90) 42.3 (11/26) 43.3 (13/30) 47.1 (16/34)
SSTR3 4.7 (4/86) 0.0 (0/24) 3.3 (1/30) 9.4 (3/32)
SSTR4 15.6 (14/90) 19.2 (5/26) 10.0 (3/30) 17.6 (6/34)
SSTR5 43.3 (39/90) 42.3 (11/26) 60.0 (18/30) 29.4 (10/34)
HER2/neu score
SSTR1 35.6 (32/90) 69.2 (18/26) 36.7 (11/30) 8.8 (3/34)
SSTR2A 40.0 (36/90) 42.3 (11/26) 33.3 (10/30) 44.1 (15/34)
SSTR3 3.5 (3/86) 0.0 (0/24) 3.3 (1/30) 6.3 (2/32)
SSTR4 6.7 (6/90) 11.5 (3/26) 3.3 (1/30) 5.9 (2/34)
SSTR5 32.2 (29/90) 34.6 (9/26) 40.0 (12/30) 23.5 (8/34)
H-score
SSTR1 57.8 (52/90) 76.9 (20/26) 76.7 (23/30) 26.5 (9/34)
SSTR2A 44.4 (40/90) 42.3 (11/26) 36.7 (11/30) 52.9 (18/34)
SSTR3 3.5 (3/86) 0.0 (0/24) 3.3 (1/30) 6.3 (2/32)
SSTR4 14.4 (13/90) 19.2 (5/26) 6.7 (2/30) 17.6 (6/34)
SSTR5 76.7 (69/90) 76.9 (20/26) 76.7 (23/30) 76.5 (26/34)
Real-time RT–PCR
SSTR1 40.0 (24/60) 50.0 (10/20) 65.0 (13/20) 5.0 (1/20)
SSTR2A 45.0 (27/60) 40.0 (8/20) 45.0 (9/20) 50.0 (10/20)
SSTR3 0.0 (0/60) 0.0 (0/20) 0.0 (0/20) 0.0 (0/20)
SSTR4 13.3 (8/60) 5.0 (1/20) 25.0 (5/20) 10.0 (2/20)
SSTR5 55.5 (33/60) 60.0 (12/20) 65.0 (13/20) 40.0 (8/20)
AC, Atypical carcinoids; TC, Typical carcinoids; SCLC, Small cell lung cancers; HER2, Human epidermal growth factor recep-
tor 2.
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Table 2. Intra-individual standard deviations of the somatostatin receptor (SSTR) expression as obtained from the different
scoring systems. Data are given as number (%) of cases
Standard deviation (SD) IRS (n = 50)
0.00 0.01–1.00 1.01–3.00 3.01–5.00 >5.01 SDmax
SSTR1 17 (34.0) 14 (28.0) 19 (38.0) – – 2.89
SSTR2A 24 (48.0) 11 (22.0) 10 (20.0) 3 (6.0) 2 (4.0) 6.65
SSTR3 28 (56.0) 17 (34.0) 5 (10.0) – – 3.00
SSTR4 35 (70.0) 5 (10.0) 8 (16.0) 2 (4.0) – 3.46
SSTR5 17 (34.0) 8 (16.0) 23 (46.0) 2 (4.0) – 3.42
Standard deviation HER2/neu score (n = 50)
0.00 0.01–1.00 1.01–2.00 SDmax
SSTR1 33 (66.0) 16 (32.0) 1 (2.0) 1.15
SSTR2A 38 (76.0) 7 (14.0) 5 (10.0) 1.73
SSTR3 34 (68.0) 15 (30.0) 1 (2.0) 1.10
SSTR4 36 (72.0) 12 (24.0) 2 (4.0) 1.41
SSTR5 28 (56.0) 21 (42.0) 1 (2.0) 1.15
Standard deviation H-score (n = 50)
0.00 0.01–5.00 5.01–15.00 15.01–30.00 30.01–60.00 >60.00 SDmax
SSTR1 12 (24.0) 3 (6.0) 14 (28.0) 9 (18.0) 10 (20.0) 2 (4.0) 70.00
SSTR2A 12 (24.0) 14 (28.0) 7 (14.0) 8 (16.0) 5 (10.0) 4 (8.0) 146.59
SSTR3 27 (54.0) 9 (18.0) 9 (18.0) 2 (4.0) 3 (6.0) – 47.51
SSTR4 33 (66.0) 2 (4.0) 4 (8.0) 6 (12.0) 3 (6.0) 2 (4.0) 81.32
SSTR5 10 (20.0) 4 (8.0) 8 (16.0) 11 (22.0) 15 (30.0) 2 (4.0) 80.31
IRS, Immunoreactive score; HER2, Human epidermal growth factor receptor 2.
Table 3. Kendall’s Tau-b correlation between the three immunohistochemical scoring systems
Test SSTR1 SSTR2A SSTR3 SSTR4 SSTR5
HER2/neu score versus IRS classiﬁcation Kendall’s Tau-b (s) 0.881 0.939 0.747 0.846 0.815
P-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
HER2/neu score versus H-score classiﬁcation Kendall’s Tau-b (s) 0.839 0.660 0.489 0.770 0.441
P-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
IRS classiﬁcation versus H-score classiﬁcation Kendall’s Tau-b (s) 0.821 0.706 0.624 0.884 0.332
P-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
HER2, Human epidermal growth factor receptor 2; IRS, Immunoreactive score.
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immunohistochemical analysis certainly does not
enable such an accurate estimation of percentages.
The tumour slides are usually large (except biopsies)
and, microscopically, a complete view is not possible.
Compared with the results of Tsuta et al.,24 we
determined higher SSTR5 levels in all BP-NEN. Possi-
ble reasons for the discrepancy between the study of
Tsuta et al. and our ﬁndings can be attributed to (i)
the use of tissue microarrays instead of whole tumour
slides in the Tsuta et al.24 study or (ii) the use of
monoclonal anti-SSTR antibodies in the present study
for the determination of SSTR1, 2A, 3 and 5 expres-
sion that have proved their speciﬁcity in different
studies previously,1,2,26 but only polyclonal antibodies
in the Tsuta et al.24 study. In our investigation, we
have used two different and independent methods
(IHC and qRT-PCR). Both methods produced the
same results and showed a high correlation with
each other.
The heterogeneous SSTR expression additionally
complicates the accurate weighting of the percentages
per staining intensity. Here, particularly high intra-
individual standard deviations for the SSTR2A expres-
sion were observed in our investigations, as described
previously for all SSTR subtypes.34–37 Due to the
practicability and sufﬁciently accurate evaluation of
the staining intensity and percentage of stained areas,
the IRS appears to be the most adequate scoring sys-
tem. Finally, Kaemmerer et al.4 found that, for the
IRS, but not for the HER2/neu score, signiﬁcant posi-
tive correlations were found between SSTR2A IHC
and the SUVmax (maximum standardized uptake
value) of the corresponding 68Ga-DOTA-NOC PET/CT.
In the present study, the best correlations with real-
time RT–PCR were obtained for IRS. Thus, in our
group, the immunohistochemical evaluation of SSTR
was performed concurrently using IRS and the
HER2/neu score. To enable the direct comparison
between these two scoring systems, the IRS was sub-
classiﬁed further according to Kaemmerer et al.4 The
H score was introduced recently as an additional
scoring system for the evaluation of immunohisto-
chemical SSTR expression. Therefore, in the present
study, we sought to compare all three scoring sys-
tems which are used commonly for the assessment of
the SSTR expression, both among each other and
with the corresponding PCR data. For subclassiﬁca-
tion of the H score and PCR data, we ﬁrst tried differ-
ent limits and ﬁnally came up with the limits
depicted in Figure 2C and mentioned in the Methods
section (Evaluation of real-time RT–PCR) to produce
the best results. In the present investigation, real-time
RT–PCR, which was performed in the adjacent sec-
tions of the IHC staining, should serve as an addi-
tional and independent method to strengthen further
the validity of the IHC investigation.
In summary, as the histopathological determination
of the SSTR subtype distribution gains importance for
the selection of the appropriate SA or SSTR-targeting
radionuclide, a uniform evaluation system should be
used for interlaboratory comparability. In our opin-
ion, the IRS meets these criteria most effectively,
because it considers the percentage of different stain-
ing intensities but remains practicable.
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Table 4. Spearman’s rank correlation of the IHC-score classiﬁcations and the polymerase chain reaction (PCR) classiﬁcation
Variable versus
covariable






SSTR n qsp P-value qsp P-value qsp P-value
SSTR1 60 0.498 <0.001 0.398 0.002 0.486 <0.001
SSTR2A 60 0.672 <0.001 0.699 <0.001 0.554 <0.001
SSTR3 58 –0.041 0.762 –0.064 0.634 –0.025 0.852
SSTR4 60 –0.025 0.848 –0.072 0.586 0.025 0.847
SSTR5 60 0.281 0.030 0.216 0.098 0.165 0.209
HER2, Human epidermal growth factor receptor 2; IHC, Immunohistochemistry.
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An der Studienplanung waren Amelie Lupp, Daniel Kämmerer, Ralph Wirtz und Elisa Neu-
bauer beteiligt. Die praktische Durchführung der IHC wurde durch Amelie Lupp und Elisa 
Neubauer ausgeführt. Dabei war Lydia Schmidt an der Probenauswahl und -aufbereitung der 
SCLC mit guter Prognose beteiligt und die Zweitauswerterin der manuell-visuellen Auswer-
tung der gesamten SCLC im Untersucher-Vergleich. Die automatisierte IHC-Auswertung er-
folgte durch Maria Athelogou in München. Unter der Aufsicht von Ralph M. Wirtz führte Elisa 
Neubauer die qRT-PCR in Köln durch. Die Gesamdatenanalyse wurde schließlich von Elisa 
Neubauer ausgeführt. Das finale Manuskript hat Elisa Neubauer unter der Leitung und Unter-
stützung von Amelie Lupp geschrieben. Bei pathologischen Fragestellungen standen dabei 







Das Grading und die Klassifikation der bronchopulmonalen neuroendokrinen Neoplasien wer-
den derzeit gemäß der aktuellen WHO- und IASLC-Kriterien aus der Kombination der Anzahl 
der Mitosen in zehn HPF und dem Ausmaß an nekrotischen Arealen ermittelt. Da dieser Pro-
zess sehr zeitintensiv und erheblich Untersucher-abhängig ist, wird als mögliche Alternative 
hierfür die Eignung des Ki-67-Labeling-Indexes diskutiert. Um einen Beitrag zur aktuellen 
Kontroverse zu leisten, wurden FFPE eines großen Kollektives von 104 BP-NEN-Patienten 
(24 TC, 21 AC, 52 SCLC (28 mit guter und 21 mit schlechter Prognose; cut-off: Überleben < / 
≥ 30 Monate nach Diagnose) und 7 LCNEC) mittels verschiedener immunhistochemischer 
Auswertungsmethoden und einer qRT-PCR im Manuskript III analysiert. Dabei stellte sich 
heraus, dass die subjektiv beeinflussten manuell-visuellen IHC-Auswertungsverfahren derzeit 
noch der vollautomatisierten digitalen Bildauswertung überlegen sind. Für eine Festlegung 
sinnvoller Cut-off-Werte zwischen den Tumorentitäten wird jedoch eine Standardisierung der 
manuellen Auszählung durch den Pathologen notwendig. Eine bisher nicht betrachtete, aber 
dennoch sehr günstige Variante für die Klassifikation der BP-NEN stellt die Ermittlung der Ki-
67-mRNA-Level dar. 
Neben dem Ki-67 können auch das TOP2A und das RacGAP1 für das Grading und die Klas-
sifikation der BP-NEN Verwendung finden. Ersteres hat den Vorteil, dass es hinsichtlich der 
Therapie, als Target von Anthrazyklinen und Topoisomerase-Inhibitoren, einen direkten prä-
diktiven Wert mit sich bringt. Beim RacGAP1 konnte festgestellt werden, dass es gegenüber 
den beiden anderen Markern eine noch bessere prognostische Aussage ermöglicht und auf-
grund seiner vielfältigen Funktionen in der Tumor-Progression einen Marker mit großem Po-
tential darstellt, der weiter erforscht werden sollte. 
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6.1  Patienten und Methodik 
6.1.1 Patientencharakteristika 
Die Gesamtpopulation der vorliegenden Arbeit zeigte bei den gut differenzierten TC ein Über-
wiegen des weiblichen Geschlechts und bei den AC eine ausgewogene Geschlechtervertei-
lung, was sich gut mit den Angaben in der Literatur deckt (Modlin et al. 2003, Hörsch et al. 
2012, Sayeg et al. 2014, Schnabel und Junker 2015). Obwohl gemäß SEER-Register (Sur-
veillance, Epidemiology and End Results) seit einigen Jahren der Anteil an SCLC-
Patientinnen steigt, überwiegt allgemein, und wie auch in der vorliegenden Arbeit, das männli-
che Geschlecht (Fink et al. 2001, Gustafsson et al. 2008b, Bertino et al. 2009). Auch bei 
LCNEC wird ein höherer Männeranteil beschrieben (Fink et al. 2001, Beasley 2008, Bertino et 
al. 2009). Das mediane Erkrankungsalter der untersuchten Patienten zeigte seinen Schwer-
punkt in der sechsten Lebensdekade und entspricht somit den Angaben des kleinen deut-
schen Registers (Berlin Buch), wie sie bei Hörsch et al. (2012) beschrieben wurden. Modlin et 
al. berichteten dagegen von einem vermehrten Auftreten der BP-NEN in einem Alter von 
durchschnittlich 59,8 Jahren, was mit den Daten der untersuchten LCNEC übereinstimmt 
(Modlin et al. 2003).  
Obwohl gemäß zahlreichen Literaturangaben (siehe u.a. Gustafsson et al. (2008b), Bertino et 
al. (2009), Klimstra et al. (2010), Siddiqui (2010), Swarts et al. (2012), Klimstra (2013)) TC 
eindeutig einem niedrigen G1-, AC einem intermediären G2- und SCLC bzw. LCNEC einem 
hohen G3-Stadium zugeordnet werden, treten in der Praxis Differenzen auf. So wurden in der 
vorliegenden Arbeit insgesamt 20 der 26 TC einem G1-Stadium, 4 der TC einem G2-Stadium 
und sogar 2 einem G3-Stadium zugeordnet. Von den insgesamt 30 AC wurden 7 in ein G1-
Stadium, 18 in ein G2-Stadium und 5 in ein G3-Stadium eingestuft. Diese Diskrepanzen beru-
hen darauf, dass eine Abgrenzung zwischen den Tumorentitäten TC und AC sowie AC und 
SCLC oft schwierig ist. Die fließenden Übergänge der histologischen Merkmale zwischen zwei 
Tumorentitäten in Kombination mit dem subjektiven Charakter der Mitosenauszählung er-
schweren eine exakte Einteilung. Bei den untersuchten SCLC und LCNEC, hingegen, wurden 
alle Präparate einheitlich einem G3-Stadium zugeordnet. 
1 TC-, 8 AC-, 27 SCLC- und 3 LCNEC-Patienten des untersuchten Kollektivs wiesen eine 
Metastasierung auf. Wie für BP-NEN üblich ist, zeigten sich dabei ossäre, zerebrale und ad-
renale Filiae am häufigsten, gefolgt von Leber-, Lymphknoten- und Lungenmetastasen 
(Gustafsson et al. 2008b, Siddiqui 2010). Bei TC treten Metastasen selten auf und betreffen 





metastasieren sie in periphere Organe wie Leber oder Knochen (Fink et al. 2001, Gustafsson 
et al. 2008b).  
Die Populationen von Manuskript I und II unterscheiden sich geringfügig von denen des Ma-
nuskriptes III: Bei letzterem war bei einigen TC- und AC-Patienten der Tumoranteil der FFPE 
bereits aufgebraucht, so dass diese für die Untersuchung des Manuskriptes III ausgeschlos-
sen wurden. Bezüglich der SCLC- und LCNEC-Patienten wurde das Kollektiv im Manuskript 
III erweitert.  
 
6.1.2 Markerauswahl 
Viele Tumore weisen eine verstärkte Expression von Rezeptoren für bestimmte regulative 
Peptidhormone auf, die sich beim Tumor-Targeting zu Nutze gemacht werden: Sie stellen die 
molekulare Basis sowohl für die in-vivo-Lokalisation der Tumore mittels bildgebender Verfah-
ren, als auch für die gezielte Pharmakotherapie oder Radiorezeptortherapie mit Hilfe von 
stabilen Rezeptor-Liganden dar. Ein klassisches Beispiel hierfür ist die Überexpression der 
SSTR-Subtypen auf neuroendokrinen Tumoren des Gastrointestinaltraktes. Über diese kann 
die Diagnostik und die gezielte radiopharmazeutische bzw. pharmakologische Therapie dieser 
Tumore mittels (Radionuklid-gekoppelter) Somatostatin-Analoga erfolgen. Mit Hilfe von im 
Institut für Pharmakologie und Toxikologie des Universitätsklinikums Jena entwickelten und 
ausführlich charakterisierten mono- und polyklonalen Kaninchen-Anti-SSTR-Antikörpern sollte 
in der vorliegenden Arbeit die SSTR-Expression in den bisher noch lückenhaft betrachteten 
BP-NEN untersucht werden, um die Grundlage für die oben genannten klinischen Interventio-
nen zu geben. Während der Literaturrecherche stellte sich heraus, dass das Grading und die 
Klassifikation der BP-NEN derzeit noch unter Diskussion stehen und u.a. Ki-67 als potentieller 
Marker hierfür in Betracht gezogen wird. Da von dieser seltenen Tumorgruppe für die vorlie-
gende Arbeit ein großes Kollektiv vorlag, bot sich die Möglichkeit, eine umfassende Über-
sichtsarbeit zu der entsprechenden Problematik zu erstellen, die praktizierenden Ärzten und 
Pathologen in der Diagnosestellung weiterhelfen soll. In diesem Zusammenhang wurden wei-
tere Proliferationsmarker untersucht, die von klinischem Interesse sein könnten, wie die 
TOP2A. Aus der Literaturrecherche ergab sich weiterhin das RacGAP1 als noch weitgehend 
unbekannter Marker mit sehr großem Potential. 
 
6.1.3 Methodenauswahl 
Da Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete Tumorproben zur Verfügung gestellt wurden, be-





zenz, In-situ-Hybridisierung oder eine auf der Nukleinsäure-Extraktion basierenden PCR (Al-
Mulla 2011).  
Zur Darstellung der Proteinfraktion eines solchen archivierten Materials eignen sich die ersten 
beiden Methoden, von welchen die Immunhistochemie deutlich mehr Vorteile aufweist: Sie ist 
ein routinepathologisches Verfahren mit einem guten Kosten- / Nutzen-Verhältnis und einer 
hohen Reproduzierbarkeit in verschiedenen Laboratorien weltweit. Sie bringt die Möglichkei-
ten mit sich, das untersuchte Antigen zu lokalisieren und die Proben zeitgleich auf verschie-
dene Marker zu untersuchen. Im Gegensatz zur Immunfluoreszenz ist sie dabei durch eine 
längere Farbstabilität gekennzeichnet und an jedem einfachen Lichtmikroskop auswertbar. 
Zahlreiche spezifische Antikörper sind hierfür kommerziell erhältlich, auch wenn teilweise un-
spezifische Färbereaktionen auftreten können und die Auswertung zumeist subjektiv beein-
flusst wird (was aber auch für die Immunfluoreszenz gilt). 
Um die mRNA-Expression als Vorstufe der Protein-Expression darzustellen, eignen sich so-
wohl die In-situ-Hybridisierung als auch die PCR. Erstere erlaubt, ebenso wie die IHC, eine 
Lokalisationsanalyse der untersuchten mRNA, die PCR ermöglicht jedoch aus der extrahier-
ten mRNA eines Schnittes eine Vielzahl an Markern in einem sehr kurzen Zeitraum zu analy-
sieren und eine objektive Quantifizierung durchzuführen. Da das molekulare Verfahren der 
qRT-PCR für die routinepathologische Diagnostik immer interessanter wird, wurde sich in der 
vorliegenden Arbeit dafür entschieden, die beiden Methoden qRT-PCR und IHC in Kombinati-
on durchzuführen. Vergleichend sollten somit die Protein- und mRNA-Expression der unter-
suchten Marker mit dem geringsten Materialverlust mittels klinisch bedeutsamer Methoden 
aufgezeigt werden. 
 
6.2 SSTR-Expression in BP-NEN 
Die Somatostatinrezeptor-Expression ist in BP-NEN bisher nur sehr unzureichend analysiert 
worden, da entweder nur kleine Patientenkollektive (Reubi et al. 1998, Kimura et al. 1999, 
Reubi et al. 2000a, Papotti et al. 2001, Lupp et al. 2011, Lupp et al. 2012, Mizutani et al. 2012, 
Lupp et al. 2013) oder einzelne Subtypen (Reubi et al. 1998, Kimura et al. 1999, Papotti et al. 
2000, Papotti et al. 2001, Righi et al. 2010, Lupp et al. 2011, Lupp et al. 2012, Lupp et al. 
2013) betrachtet wurden. Ein Schwerpunkt lag dabei auf den Rezeptoren SSTR2A, 3 und 5, 
wobei der SSTR1 und vor allem der SSTR4 nur sehr selten untersucht worden sind. Die erste 
umfassende Studie zu BP-NEN mit einer großen Probenanzahl und zu allen SSTR-Subtypen 
wurde immunhistochemisch durch Tsuta et al. (2012) durchgeführt, die jedoch nur TMAs 





In den Untersuchungen zu Manuskript I wurde erstmals eine große Anzahl resezierter BP-
NEN auf die Expression aller im humanen Gewebe vorkommenden SSTR mittels zweier Me-
thoden, Immunhistochemie und qRT-PCR, analysiert und die Ergebnisse anschließend mitei-
nander verglichen. Es zeichnet sich als repräsentative Studie mit einer großen Fallzahl, ver-
gleichbaren Gruppengrößen, kompletten Tumorpräparaten, klinischen und follow-up-Daten 
sowie zwei unabhängigen, aber direkt miteinander vergleichbaren Methoden aus. Zwei Mona-
te später wurde eine vergleichbare Studie, allerdings nur in TC und AC, durch Kanakis et al. 
(2015) online publiziert. Aus dieser wird jedoch nicht ersichtlich, ob die qRT-PCR ebenfalls 
aus den benachbarten FFPE der IHC oder, wie in den meisten Fällen, aus kryokonservierten 
Proben anderer Tumorareale durchgeführt wurde. Die Tabelle 2 gibt eine Übersicht über die 
bisherigen Studien zur SSTR-Expression in BP-NEN.  
 
Tabelle 2: Literaturzusammenfassung der Untersuchungen zur Expression von Somatostatinrezeptoren in 
bronchopulmonalen neuroendokrinen Neoplasien. 
Autor Tumorentität (n) Detektionsmethode Subtypen 




Kimura et al. (1999) SCLC (2) IHC 
 
SSTR2A 





























Lupp et al. (2011) BP-NEN (4) 
 
IHC SSTR2A, SSTR5 
Lupp et al. (2012) BP-NEN (2) 
 
IHC SSTR3 








SSTR3, SSTR4 (nur 
qRT-PCR), SSTR5 





IHC SSTR1, SSTR2A, 
SSTR2B, SSTR3, 
SSTR4, SSTR5 
Lupp et al. (2013) BP-NEN (3) 
 
IHC SSTR1 













6.2.1 SSTR-Expressionscharakteristika in der immunhistochemischen  
           Färbung 
Für die verschiedenen SSTR wurden in der vorliegenden Arbeit immunhistochemisch unter-
schiedliche Expressionscharakteristika festgestellt, die sich mit den Literaturangaben decken. 
Der monoklonale Antikörper UMB-7 zeigte für den SSTR1 eine hauptsächlich zytoplasmati-
sche, teilweise aber auch membranständige Immunreaktivität (Mizutani et al. 2012, Tsuta et 
al. 2012, Lupp et al. 2013). Ebenso verhielten sich auch die Färbungen mit dem monoklona-
len UMB-5 gegen den SSTR3 sowie mit dem UMB-4 gegen den SSTR5 (Papotti et al. 2002, 
Lupp et al. 2011, Lupp et al. 2012, Mizutani et al. 2012, Tsuta et al. 2012, Kanakis et al. 
2015). Der SSTR4 zeigte sich hauptsächlich zytoplasmatisch, was auch durch Pelosi et al. 
(2006) und Tsuta et al. (2012) beschrieben wurde. Beim SSTR2A ergab sich durch den UMB-
1 eine eindeutige membranständige Färbung, die in wenigen Fällen zusätzlich schwach zyto-
plasmatisch war (Kulaksiz et al. 2002, Papotti et al. 2002, Pelosi et al. 2006, Fischer et al. 
2008, Kaemmerer et al. 2012, Mizutani et al. 2012, Tsuta et al. 2012). Diese Differenzen zwi-
schen den einzelnen Subtypen könnten auf verschieden hohen Synthese-Raten der SSTR, 
unterschiedlichen intrazellulären Signaltransduktionskaskaden sowie auf Divergenzen in der 
Internalisierung der einzelnen Rezeptorsubtypen nach Ligandenbindung basieren. Die in der 
vorliegenden Arbeit verwendeten Antikörper gegen den SSTR1, 3 und 5 könnten eventuell vor 
allem internalisierte, phosphorylierte Rezeptoren binden, wohingegen der Anti-SSTR2A-
Antikörper bevorzugt membranständige, nicht phosphorylierte Rezeptoren anzielt, obwohl er 
wie die anderen Anti-SSTR-Antikörper auch gegen den C-Terminus gerichtet ist. Auch ist be-
kannt, dass dieser Subtyp nach einer Liganden-Bindung und der darauffolgenden Internalisie-
rung zügig wieder in die Zellmembran integriert wird (Kulaksiz et al. 2002). 
 
6.2.2 Vergleich der immunhistochemischen Scores zur SSTR-Evaluierung 
Da in der Literatur seit vielen Jahren immer noch kein einheitliches System zur immunhisto-
chemischen Auswertung von SSTR besteht, war es Ziel der Untersuchungen zu Manuskript 
II, drei gebräuchliche Scoring-Systeme hinsichtlich Präzision und Auswertungsaufwand mitei-
nander zu vergleichen und die so erhaltenen Daten miteinander zu korrelieren. Diese Analyse 
erfolgte bereits vor den Untersuchungen zum Manuskript I und stellte deren Grundlage dar.  
Es zeigte sich dabei, dass der IRS, der HER2/neu-Score und auch der H-Score hochsignifi-
kant miteinander korrelieren. Die größten Diskrepanzen stellten sich dabei für den SSTR5 vor 
allem beim Vergleich der IRS-Klassifikation mit der H-Score-Klassifikation heraus. Die besten 





In einer Arbeit von Kaemmerer et al. (2012) wurden der IRS als IRS-Klassifikation mit dem 
HER2/neu-Score an 21 Patienten mit 40 GEP-NEN-Proben bezüglich der Rezeptoren SSTR1 
bis SSTR5 miteinander verglichen. Wie in der vorliegenden Arbeit konnten ebenfalls hochsig-
nifikante Korrelationen zwischen beiden Scores für jeden Rezeptor-Subtypen festgestellt wer-
den. Diese beiden Scores wurden, zwar nicht namentlich erwähnt, auch in einer Arbeit von 
Sclafani et al. (2011) miteinander und mit einer SRS verglichen. Dabei stellte sich für beide 
IHC-Evaluierungsmethoden eine gute Korrelation zur SRS, mit einer gleichermaßen hohen 
Spezifität der beiden IHC-Scores, aber einer etwas höheren Sensitivität des auf dem IRS ba-
sierenden Scoringsystems heraus. Der IRS, welcher durch Remmele und Stegner ursprüng-
lich für die IHC-Detektion von Estrogen-Rezeptoren in Mammakarzinomen entwickelt worden 
war, hat auch bei den NEN zunehmend an Bedeutung gewonnen. Seine Vorteile liegen ge-
genüber dem, für den membranständigen HER2-Rezeptor durch DakoCytomation entwickel-
ten, HER2/neu-Score darin, dass die prozentualen Anteile der verschiedenen Färbungsinten-
sitäten einbezogen werden, was zu einer exakteren Rezeptorexpressionsbestimmung und 
damit zu einer Relativierung falsch-positiver Ergebnisse führt. Dadurch, dass lediglich der 
SSTR2A membranständig auftritt, ist die Charakterisierung der anderen SSTR mittels 
HER2/neu-Score durch dessen genaue Spezifikationen erschwert. Bei Schmid et al. (2012) 
und Tsuta et al. (2012) erfolgte die Auswertung der SSTR-Expression mit Hilfe des H-Scores 
(Hormon-Rezeptor-Score). Dieser neuartige Score ist noch genauer als der IRS, indem er die 
prozentualen Anteile gefärbter Areale nochmals nach der Intensität gewichtet, was letztlich zu 
einem Ergebnis von 0 bis 300 Punkten führt. Zwar kann mit diesem Instrument eine genauere 
Charakterisierung der Rezeptorexpressionsstärke als mit den älteren Scores erzielt werden, 
doch steigt hier die relative Fehlerquote, da die subjektiv-geprägte immunhistochemische 
Auswertung eine so genaue Einschätzung von Prozentzahlen nicht gewährleistet. Die Präpa-
rate sind meist so groß (Ausnahme Biopsien und Probeexzisionen), dass sie nicht mit einem 
Blick in ganzer Fülle mikroskopisch betrachtet werden können und zudem die heterogene 
SSTR-Expression das genaue Abwägen der Prozentzahlen pro Färbeintensität erschwert. 
Aufgrund der besseren Praktikabilität und der hinreichend genauen Bewertung von Färbein-
tensität und Prozentanteil der gefärbten Areale erscheint der IRS den Ergebnissen der vorlie-
genden Arbeit nach als am meisten adäquat. Nicht zuletzt wurden auch bei Kaemmerer et al. 
(2012) mit Hilfe des IRS, nicht aber des HER2/neu-Scores, signifikant positive Korrelationen 
zwischen der SSTR2A-Immunhistochemie und der SUVmax (maximaler Standardized Uptake 
Value) des entsprechenden 68Ga-DOTANOC-PET/CTs festgestellt. Auch in der vorliegenden 
Arbeit wurden für den IRS die besten Korrelationen mit der qRT-PCR erreicht. Aus diesem 







6.2.3 SSTR-Expressionshäufigkeiten und -intensitäten 
Die vorliegende Untersuchung ergab, dass der SSTR1 sowohl auf Protein-, als auch auf 
mRNA-Ebene einer der am häufigsten exprimierten Rezeptorsubtypen in den analysierten 
BP-NEN war. In TC und AC stellte er sich sogar als der in den meisten Fällen exprimierte 
SSTR heraus, wohingegen seine Expressionsrate in SCLC deutlich geringer war und er in der 
qRT-PCR sogar nur noch in einem SCLC detektiert werden konnte. Trotz geringer Studienla-
ge stimmen diese Ergebnisse sehr gut mit den Daten von Kanakis et al. (2015) und Tsuta et 
al. (2012) überein, bei welchen TC und AC ebenfalls sehr hohe SSTR1-Expressionslevel zeig-
ten. Auch aus der immunhistochemischen Analyse von Tsuta et al. (2012) wird ersichtlich, 
dass der SSTR1 in SCLC wesentlich geringer exprimiert wird als in den besser differenzierten 
Tumorentitäten (79,7% bzw. 77,8% Positivität in TC bzw. AC versus 27,6% Positivität in 
SCLC).  
Der SSTR2A stellt den in der Literatur am häufigsten untersuchten Rezeptorsubtypen in BP-
NEN dar. Obwohl dabei vorwiegend beschrieben wird, dass er der meist exprimierte SSTR-
Subtyp in BP-NEN sei, konnte diese Aussage im Manuskript I nicht bestätigt werden (Papotti 
et al. 2001, Pelosi et al. 2006, Volante et al. 2008, Mizutani et al. 2012, Tsuta et al. 2012, 
Zarogoulidis et al. 2012). Beide in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden ergaben 
verblindet sehr hohe Korrelationen mit einer Positivität von etwa 45%, wie ebenfalls durch 
Righi et al. (2010) gezeigt werden konnte. Auch in der allgemeinen NEN-Literatur wird be-
schrieben, dass BP-NEN als Foregut-Tumore deutlich seltener SSTR exprimieren als Mittel-
darm- und Hinterdarm-Tumore. In GEP-NEN wird beispielsweise von einer durchschnittlichen 
SSTR2A-Expression in 80% der Fälle gesprochen (Kaemmerer et al. 2012), so dass sich dar-
aus für BP-NEN andere therapeutische und diagnostische Konsequenzen in Bezug auf die 
SSA-Auswahl ergeben. Zwischen den einzelnen Entitäten konnten im Übrigen keine signifi-
kanten Unterschiede für die SSTR2A-Expression festgestellt werden, so dass, ähnlich wie bei 
Tsuta et al. (2012), TC, AC und SCLC in etwa gleiche Expressionslevel aufweisen.  
Wie auch in anderen Publikationen beschrieben, scheint der SSTR3 in BP-NEN nur selten 
und dann nur schwach exprimiert zu werden (van Hoek et al. 2009, Mizutani et al. 2012). 
Die Spezifität aller verwendeten Antikörper wurde durch Peptidneutralisationen bestätigt, so-
dass falsch-positive Ergebnisse ausgeschlossen werden können. Lediglich der polyklonale 
Antikörper gegen den SSTR4 zeigte trotz Neutralisation noch schwache zytoplasmatische 
Hintergrundfärbungen, welche in die Auswertung nicht einbezogen, und nur Areale mit einer 
scheinbar positiven Immunreaktivität bewertet wurden. Aufgrund des Fehlens eines spezifi-
schen Antikörpers wurde in vielen Studien der SSTR4 nicht betrachtet (Papotti et al. 2001, 
Righi et al. 2010, Mizutani et al. 2012). Auch andere, für die vorliegenden Untersuchungen 
zuvor getestete, kommerziell erhältliche anti-hSSTR4-Antikörper führten zu ernüchternden, 





mit schwacher Expressionsintensität sowohl in der IHC als auch in der qRT-PCR heraus. 
Auch Tsuta et al. (2012) konnten den SSTR4 nur selten detektieren und bei Kanakis et al. 
(2015) blieben alle Präparate negativ. Dieser Rezeptorsubtyp scheint also (wie auch der 
SSTR3) eine untergeordnete Rolle in BP-NEN zu spielen.  
Ein in dieser Arbeit sehr häufig nachgewiesener Rezeptor ist der SSTR5. Die SSTR5-
Expression nahm sowohl in der Immunhistochemie als auch in der qRT-PCR-Analyse in der 
vorliegenden Arbeit zu den schlecht differenzierten Tumorentitäten der BP-NEN hin leicht ab, 
obwohl sowohl durch Pelosi et al. (2006), als auch durch Mizutani et al. (2012) beschrieben 
wird, dass der SSTR5 eher in SCLC als in non-SCLC auftritt. Auffällig war jedoch eine hoch-
signifikante Koexpression des SSTR5 mit dem SSTR1 in beiden verwendeten Methoden. 
Rocheville et al. (2000) berichteten von einer Heterodimerisierung dieser beider Rezeptorsub-
typen. Dabei bleibt offen, ob dieses Bild auch in BP-NEN auftritt und eventuell zu einem ver-
änderten pharmakologisch-funktionellen Profil mit möglicherweise anderen Signaltransdukti-
onskaskaden oder einer modifizierten Empfindlichkeit gegenüber der Stimulation mit einem 
Agonisten führt (Pelosi et al. 2006). 
Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Arbeit mittels beider Methoden vorwiegend die 
Subtypen SSTR1, 2A und 5 in den untersuchten BP-NEN detektiert. Diese Häufigkeitsvertei-
lung ist mit den Arbeiten von Zatelli et al. (2005) und Kanakis et al. (2015) übereinstimmend. 
Auch bei Tsuta et al. (2012) zeigten sich der SSTR1 und der SSTR2A am häufigsten expri-
miert. In deren Studie war jedoch der SSTR5 kaum positiv, was die Arbeitsgruppe damit be-
gründete, dass sie als Proben TMAs verwendeten, welche durch die heterogene SSTR-
Expression zu Fehlbeurteilungen führen können (Tsuta et al. 2012). Beispiele für heterogene 
SSTR-Expressionsmuster von Präparaten der vorliegenden Arbeit und die daraus resultieren-
den Folgen für die Bewertung, nach Ausstanzungen einer TMA-Probe aus jeweils unter-
schiedlichen Regionen des Präparates, sind in der Abbildung 18 dargestellt. 
Ein weiterer Grund, dass bei Tsuta et al. (2012) und bei Kanakis et al. (2015) eine höhere 
Expression des SSTR2A und auch geringfügig des SSTR3 gefunden wurde, als in der vorlie-
genden Untersuchung, kann darin begründet sein, dass beide Studien die entsprechenden 
polyklonalen Antikörper von Gramsch Laboratories verwendeten: diese zeigten in laboreige-
nen Vergleichen mit den monoklonalen UMBs, die in der vorliegenden Studie verwendet wur-









Abbildung 18: Heterogenität der SSTR-Expression. Zwei Beispielpräparate, gefärbt für den SSTR2A (Vergrö-
ßerung 100x), bei welchen drei jeweils aus unterschiedlichen Regionen des Präparates entnommene TMA-




6.2.4 Intraindividuelle Standardabweichung der SSTR-Expression in der 
           Immunhistochemie 
Während der IHC-Auswertung war auffällig, dass alle SSTR-Färbungen sehr heterogen aus-
geprägt waren. Vereinzelte Zellen oder Zellcluster zeigten sich stärker gefärbt als andere. 
Diese Expressionsunterschiede konnten nicht nur innerhalb eines Tumors, sondern auch zwi-
schen den verschiedenen Tumoren eines Patienten sowie zwischen den einzelnen Patienten 
beobachtet werden, was u.a. auch schon durch Sclafani et al. (2011) und Tsuta et al. (2012) 
beschrieben worden war. 
Da zu einigen Patienten verschiedene Tumorblöcke vorlagen, wurde die intraindividuelle 
Standardabweichung der immunhistochemischen SSTR-Expression ermittelt, um die 
Schwankungsbreite der Rezeptorexpression innerhalb eines Tumors oder verschiedener Tu-
morknoten aufzuzeigen. Dabei stellte sich in allen verwendeten Scores der SSTR2A als der 
Subtyp mit den größten Expressionsschwankungen innerhalb eines Tumors bzw. Patienten 
heraus. Große Standardabweichungen ergaben sich auch für den SSTR5 im IRS sowie für 
den SSTR1 und den SSTR5 im H-Score.  
Bisher wurden in keiner vorherigen Publikation intraindividuelle oder auch intratumorale Stan-
dardabweichungen ermittelt. Nichtsdestotrotz ist allgemein bekannt bzw. wurde in einigen 
Studien erwähnt, dass die SSTR-Expression sowohl zwischen den Patienten, als auch zwi-
schen den Tumoren eines Patienten sowie im gleichen Tumor stark variieren kann (u.a. 





6.2.5 Korrelationen der SSTR-Expression mit klinischen und histopatholo- 
           gischen Patientendaten 
Wie bereits beschrieben, wird das Grading und die Differenzierung der BP-NEN in die ver-
schiedenen Entitäten anhand der Anzahl der Mitosen in 10 HPF bei 400-facher Vergrößerung 
in Kombination mit der Anwesenheit von Nekrosen bestimmt (Phan et al. 2010, Schnabel und 
Junker 2015). Da die Übergänge zwischen den Entitäten fließend sind und häufig auch ver-
schiedene Typen in Kombination auftreten, ist eine exakte Unterscheidung, v.a. zwischen AC 
und SCLC, sehr schwierig, aber maßgeblich für die darauffolgende Therapie. In der vorlie-
genden Arbeit wurde festgestellt, dass der SSTR1 auf Proteinebene, aber vor allem auf 
mRNA-Ebene, in SCLC deutlich seltener bis gar nicht exprimiert wird, sodass sich dieser Re-
zeptor-Subtyp als zusätzlicher Marker zur Abgrenzung beider Entitäten eignen könnte. Weder 
der Zusammenhang mit einer verbesserten Überlebensrate der Patienten bei hoher SSTR1-
Expression noch die negative Korrelation mit dem Grading konnten bisher gezeigt werden und 
eröffnen daher neue prognostische, diagnostische und therapeutische Möglichkeiten. Auch 
wenn es in der Arbeit von Tsuta et al. (2012) ebenfalls Hinweise darauf gibt, sollte die Validität 
dieser Beobachtung in weiterführenden Studien jedoch überprüft werden.  
Der SSTR5 ergab in der vorliegenden Arbeit eine Expressionsabnahme zu den schlecht diffe-
renzierten Tumorentitäten der BP-NEN hin und somit eine negative Korrelation mit dem Gra-
ding, was weder durch Mizutani et al. (2012) noch durch Schmid et al. (2012) beschrieben 
wurde. In beiden Untersuchungen wurde der SSTR5 eher mit einer schlechten Differenzie-
rung und der Anwesenheit von Metastasen und Angioinvasion assoziiert. Wie auch die vorlie-
gende Arbeit bestätigt, postulieren neuere Studien jedoch, dass der SSTR5 in den benigneren 
Entitäten anderer Tumore höher exprimiert wird und eine prognostisch günstigere Aussage 
impliziert (Silva et al. 2015). 
 
6.2.6  SSTR-Expression im Vergleich zwischen Immunhistochemie und  
           qRT-PCR 
In einer Spearman-Rangkorrelation konnte gezeigt werden, dass die qRT-PCR mit allen ver-
wendeten IHC-Scoring-Systemen bezüglich der Subtypen SSTR1 und SSTR2A hochsignifi-
kant korrelierte. Des Weiteren konnten signifikante Korrelationen mit den qRT-PCR-Daten des 
SSTR5 und der IRS-Klassifikation der immunhistochemischen SSTR5-Bestimmung festge-
stellt werden. Wie bei den von Mizutani et al. (2012) untersuchten 32 NEN, war der SSTR3 
auch in der vorliegenden Arbeit durch die qRT-PCR-Analyse nicht nachweisbar. 
Ähnliche Ergebnisse wurden durch die Untersuchung von Kanakis et al. (2015) ermittelt, bei 





detektiert und v.a. für den SSTR1 und den SSTR2A hohe Konkordanzen zwischen IHC und 
qRT-PCR festgestellt wurden. Weiterhin korrelierten diverse Arbeiten von Papotti et al. quali-
tative immunhistochemische und RT-PCR-Daten miteinander und stellten in allen hohe Kon-
kordanzen (∼ 90%) zwischen beiden Methoden bezüglich der SSTR-Expression fest (Papotti 
et al. 2000, Papotti et al. 2001, Papotti et al. 2002). In einer anderen Untersuchung durch 
Schmid et al. (2012) wurden drei Pankreas-NET und fünf GH-produzierende Hypophysena-
denome mittels qRT-PCR und immunhistochemisch durch monoklonale Antikörper der Novar-
tis Pharma GmbH auf die Expression der SSTR1-5 analysiert. Dabei konnten ebenfalls signi-
fikante Korrelationen für die SSTR1, 2A, 3 und 5 festgestellt werden. Alle 6 Proben, die nied-
rige IHC-Level für den SSTR4 aufwiesen, zeigten auch niedrige mRNA-Level.  
Zwischen den Methoden auftretende diskrepante Fälle können verschiedene Ursachen ha-
ben: Im Falle von PCR-negativen, aber IHC-positiven Präparaten können sich unterschiedli-
che Ausgangsmaterialien (gefrorene Probe in der PCR und Paraffin-eingebettete Blöcke in 
der IHC) eines Tumors mit heterogener SSTR-Expression ausgewirkt haben. Das Auftreten 
PCR-positiver, aber IHC-negativer Präparate, könnte auf einer verminderten Antigenbindung 
nach Formalin-Fixierung und Paraffin-Einbettung sowie der geringeren Rezeptor-Expression 
auf Proteinebene basieren. Auch uneinheitliche immunhistochemische Auswertungssysteme 
mit unterschiedlichen Grenzwerten für die Positivität können die Vergleichbarkeit zwischen 
der IHC und der qRT-PCR beeinflussen. Trotz der guten Korrelationen beider Methoden in 
den verhältnismäßig wenigen, bisher durchgeführten Untersuchungen sind die Rezeptorprote-
ine per se das endgültige Target natürlicher und synthetischer Liganden, auch wenn zwei Me-
thoden in Kombination besser sind, um zuverlässig die Anwesenheit und die zelluläre Lokali-
sation spezifischer SSTR-Subtypen zu definieren. In vorhergehenden Studien durch Janson 
et al. (1998), Papotti et al. (2000), Papotti et al. (2001), Papotti et al. (2002) und Kanakis et al. 
(2015) wurde bereits belegt, dass immunhistochemische Befunde sehr gut mit molekularen 
und in-vivo-Daten korrelieren, was in der vorliegenden Arbeit nochmals bestätigt werden 
konnte. 
 
6.2.7 Bedeutung der SSTR in Diagnose und Therapie von BP-NEN 
In der routinepathologischen Diagnostik werden SSTR immunhistochemisch additiv an Biopta-
ten oder Resektaten untersucht, um aufgrund einer auffälligen Morphologie zu bestätigen, 
dass ein Tumor neuroendokriner Genese ist und weitere SSTR-basierte Diagnostiken oder 
Therapien Verwendung finden können. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es sinnvoll ist, diese 
Untersuchungen auch auf BP-NEN auszuweiten, da auch hier SSTR in ausreichender Menge 
exprimiert werden. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Immunhistochemie sowie die 





Darüber hinaus stellte sich der SSTR1 in beiden Methoden als ein zusätzlich unterstützender 
Cut-off-Marker in der Abgrenzung zwischen AC und SCLC heraus.  
Auch SSTR-basierte in-vivo-Diagnostik- und -Therapie-Verfahren haben in GEP-NEN bereits 
einen großen Stellenwert, da bekannt ist, dass diese Tumorgruppe vor allem den SSTR2A (> 
80% der Fälle), aber auch sehr häufig den SSTR1 und SSTR5 exprimiert (Papotti et al. 2002, 
Volante et al. 2007, Diakatou et al. 2011). Daher kann mit den herkömmlichen SSA, welche 
v.a. den SSTR2A binden, eine bildgebende Diagnostik (OctreoScan oder 68Ga-DOTATOC- /-
DOTATATE-PET/CT) erfolgen oder, wie sich auch in der Praxis bewährt hat, eine langfristige 
Therapie mit long-acting SSA (Sandostatin® LAR®, Somatuline Autogel®, Somatuline PR®) 
zur Symptomkontrolle eines paraneoplastischen Syndroms durchgeführt werden (Gabriel et 
al. 2007, Baum und Kulkarni 2012, Pavel et al. 2013). Eine weitere sehr vielversprechende 
Therapiemöglichkeit, vor allem in fortgeschrittenen Krankheitsstadien, stellt die PRRT dar 
(Baum und Kulkarni 2012, Bergsland 2013). Ihr Nutzen konnte erstmals in einer prospektiven, 
randomisierten Studie (NETTER-1) an Ileum-NEN bestätigt werden (Halperin et al. 2016). 
Für BP-NEN-Patienten waren diese in-vivo-Diagnose- und Therapiemöglichkeiten bisher nicht 
gegeben, da eine umfassende wissenschaftliche Grundlage hierzu fehlte. Auch große klini-
sche Studien wie CLARINET oder PROMID, sowie RADIANT-4 betrachten BP-NEN, wenn 
überhaupt, nur als Randgruppentumore. Aus einigen Einzelfallberichten wird jedoch ersicht-
lich, dass die derzeitigen Diagnosemöglichkeiten (CT, Bronchoskopie) inadäquat sind 
(Kaemmerer et al. 2011, Hörsch et al. 2012). Pelosi et al. berichteten im Jahre 2006 zum ers-
ten Mal davon, SSA in der Diagnose und Therapie von BP-NEN einzusetzen. In die NANETS-
Guideline zur klinischen Handhabung gut-differenzierter thorakaler NEN (2010) wurde trotz 
schlechter Studienlage sogar aufgenommen, dass eine SRS bei diesen Tumoren Verwen-
dung finden kann, für die PET/CT eine unzureichende Studienlage vorliegt und es die Mög-
lichkeit gibt, SSA bei Patienten mit paraneoplastischen Syndromen einzusetzen (Phan et al. 
2010). In der vorliegenden Arbeit konnte die Empfehlung dahingehend erweitert werden, dass 
auch die schlecht-differenzierten BP-NEN den SSTR2A in 50% der Fälle exprimieren und von 
einer SSTR-basierten Therapie und Diagnostik mit herkömmlichen SSA profitieren könnten. 
Da aber der SSTR2A deutlich seltener exprimiert wird als in GEP-NEN, ist hier in der Diag-
nostik eine vorherige SSTR-Subtypen-Stratifizierung dringend notwendig. Aufgrund der hohen 
Expressionsraten des SSTR1 in TC und AC und der in der vorliegenden Untersuchung beo-
bachteten Tatsache, dass in den Tumoren in der Regel mindestens ein SSTR ausgeprägt 
auftritt, erscheint der Einsatz von Pan-Somatostatin-Analoga gegenüber den nur auf den 
SSTR2A-abzielenden Substanzen in BP-NEN überlegen. So bindet Pasireotid im Gegensatz 
zu den herkömmlichen SSA nicht nur vorwiegend an den SSTR2A, sondern mit sehr hohen 
Affinitäten auch an den SSTR1, den SSTR3 und mit sogar subnanomolarer Affinität an den 





klinischen Studien hierzu haben bereits begonnen (1. LUNA: Pasireotid LAR allein oder in 
Kombination mit Everolimus in Lungen- und Thymus-NEN; 2. Pasireotid LAR und Topotecan 
in Patienten mit schwerer SCLC-Erkrankung). Somit stellen SSTR in BP-NEN ein Paradebei-
spiel für Zielstrukturen dar, die eine stratifizierte Diagnostik und anschließende Therapie er-
möglichen. In Abhängigkeit vom jeweiligen SSTR-Expressionsmuster sollte das entsprechen-
de SSA gewählt werden, wobei berücksichtigt werden sollte, dass herkömmliche SSA weniger 
Nebenwirkungen aufweisen als Pasireotid. 
 
6.3 Expression der Proliferationsmarker Ki-67, TOP2A und RacGAP1  
          in BP-NEN 
Eine erhöhte Proliferationsaktivität ist ein Hauptmerkmal von Neoplasien und deren Ausmaß 
gibt Aufschluss über das Wachstumsverhalten und die Aggressivität eines Tumors. Sie kann 
anhand zahlreicher Parameter detektiert werden, deren Ausprägung schließlich für die Thera-
pieplanung entscheidend ist. Ein wesentlicher Marker ist dabei das Ki-67-Antigen, welches die 
gesamte aktiv proliferierende Fraktion eines Tumors aufzeigt. Es dient somit als Surrogatpa-
ramater für das biologische Verhalten der Neoplasien und wird in die klinischen Werte des 
Differenzierungsgrades und des Gradings übersetzt, woraus sich wiederum die Prognose 
sowie das diagnostische und therapeutische Vorgehen ableiten lassen. In der pathologischen 
Diagnostik hat seine immunhistochemische Bestimmung bereits einen hohen Stellenwert bei 
vielen verschiedenen Malignitäten (Deng et al. 2015). Für das Grading gastroenteropankreati-
scher NEN wurde es 2006 erstmals durch die ENETS in Betracht gezogen und schließlich 
2010 in die WHO-Klassifikation zur Unterscheidung von GEP-NEN in NET G1 (Ki-67 < 3%), 
NET G2 (Ki-67 3-20%) und NEC G3 (Ki-67 > 20%) integriert (Singh et al. 2014, van 
Velthuysen et al. 2014b). In Diskussion ist immer wieder eine Anhebung der Grenze der G1-
NEN auf 5%, um klinisch eine bessere Differenzierung zu den G2-NEN darzustellen (Pape et 
al. 2008, Hentic et al. 2011, Martin-Perez et al. 2013, Bertani et al. 2014). Neuere Untersu-
chungen plädieren hingegen wieder für die Beibehaltung der ursprünglichen, gemäß WHO-
Definition noch aktuellen Cut-off-Werte (Richards-Taylor et al. 2015).  
Ob die Ki-67-Expression auch für das Grading von BP-NEN herangezogen werden kann, wird 
ebenfalls seit geraumer Zeit mit verschiedenen Auffassungen diskutiert. Es existieren hierzu 
einige Studien, die jedoch vorwiegend nur die Tumorentitäten TC und AC betrachteten, unter-
schiedliche Ki-67-Auswertungsmöglichkeiten verwendeten und sehr verschiedene Ergebnisse 
hinsichtlich seiner Aussagekraft zur Entitätenunterscheidung erzielten (siehe Tabelle 4, Kapi-
tel 6.3.2.3). In einer Übersichtsarbeit aus dem Jahre 2014 von Pelosi et al. wurde schließlich 





Klassifikation darstellt, jedoch noch zu viele Fragen offen bleiben und mehr Studien hierzu 
notwendig sind, um es in das Grading pulmonaler NEN fest zu integrieren (Pelosi et al. 
2014a). So existiert bisher kein einheitliches Auswertungssystem der Ki-67-IHC-Färbungen, 
die IHC-Auswertung weist eine hohe Variabilität zwischen verschiedenen Pathologen auf und 
die ermittelten Cut-off-Werte zwischen den Entitäten variieren in den unterschiedlichen Stu-
dien stark. Aus diesem Grund wurde das Ki-67 2015 zwar erstmals als Empfehlung zusätzlich 
zur Mitosenbestimmung in die neue WHO-Klassifikation pulmonaler NEN aufgenommen, je-
doch nur sehr grobe, lückenhafte Wertebereiche für die jeweiligen Entitäten angegeben 
(Schnabel und Junker 2015). Um diesen Sachverhalt zu eruieren, wurde anhand eines gro-
ßen Patientenkollektivs aller BP-NEN-Entitäten das Manuskript III erstellt. Außerdem sollte 
darin außer auf das Ki-67 ein Augenmerk auf weitere potentielle Proliferationsmarker gelegt 
werden, die sich zur Differenzierung der BP-NEN-Entitäten eignen und eventuell Vorteile ge-
genüber dem Ki-67 aufweisen. Die Topoisomerasen sind in ihrer molekularen Funktionsweise 
weitgehend ergründet und stellen die Zielstruktur für eine Zytostatikatherapie mit Topoisome-
rase-Inhibitoren (Topoisomerasen I und II) oder Anthrazyklinen (Topoisomerase 2 alpha) dar. 
Anthrazykline gehören zur zytostatischen Standardtherapie von Brustkrebs, sodass hier ne-
ben dem HER2 auch die TOP2A als histopathologischer Marker zum Aufzeigen der Prolifera-
tionsfraktion eingeführt wurde, sodass spezifische Antikörper bereits verfügbar sind (Milde-
Langosch et al. 2013). Die aktuelle First-line-Therapie von high-grade NEN besteht aus der 
Kombination einer Platin-basierten Chemotherapie mit Etoposid (Basu et al. 2015). Daher 
wurde die TOP2A als zweiter Marker für die vorliegende Arbeit interessant. 
Den dritten im Manuskript III betrachteten Proliferationsmarker stellt das noch weitgehend 
unbekannte RacGAP1 dar. Gemäß einiger Studien zeigt es eine hohe prognostische Aussa-
gekraft und könnte neben der Proliferationsaktivität weitere Aussagen zum biologischen Ver-
halten der BP-NEN (Migration, Invasion und Metastasierung) liefern (Ma et al. 2003, Rosty et 
al. 2005, Sanz-Moreno et al. 2008, Yamazaki et al. 2009, Wang et al. 2011, Ke et al. 2013, 
Liang et al. 2013, Milde-Langosch et al. 2013, Pliarchopoulou et al. 2013, Hazar-Rethinam et 
al. 2015, Imaoka et al. 2015, Saigusa et al. 2015, Yeh et al. 2015, Zhang et al. 2015). Einen 
auf RacGAP1 abzielenden therapeutischen Ansatz gibt es bislang nicht, allerdings existieren 
erste Hinweise dafür, dass eine RacGAP1-Inhibition zu antitumorösen Effekten führen könnte: 
Eine Studie von Chang et al. (2013) beschreibt ein aus dem Gemeinen Samtfußrübling 
(Flammulina velutipes, Speisepilz aus der Familie der Physalacriaceae) isoliertes Protein, 
namens FIP-ve, welches in ihren Untersuchungen die RacGAP1-mRNA- und Proteinexpres-
sion vermindern und dadurch die Zellmigration und Proliferation der Lungenkarzinomzelllinie 






6.3.1 Expressionshäufigkeiten und -intensitäten von Ki-67, TOP2A und 
           RacGAP1 
Wie aus Manuskript III ersichtlich wird, steigt sowohl die Protein- als auch die mRNA-
Expression aller drei betrachteten Proliferationsmarker von den gut-differenzierten TC zu den 
mäßig-differenzierten AC sowie von den AC zu den schlecht-differenzierten SCLC und 
LCNEC gemäß Mann-Whitney-Test signifikant an. Mit zunehmender Malignität erhöht sich 
somit erwartungsgemäß die Proliferationsaktivität. Um das Expressionsverhältnis zwischen 
den einzelnen Proliferationsmarkern darzustellen, wurde die Tabelle 3 erstellt. Sie zeigt die 
Mediane der immunhistochemischen Auswertung der manuell-visuellen Durchschnittsevaluie-
rung (Prozentsatz positiver Zellkerne in 10 HPF bei 400-facher Vergrößerung) sowie die 40-
dCt-Werte der qRT-PCR pro Marker in jeder Tumorentität.  
 
Tabelle 3: In der vorliegenden Arbeit ermittelte Mediane der Proliferationsmarker-Expression in den 
verschiedenen Entitäten der bronchopulmonalen neuroendokrinen Neoplasien. 
Proliferationsmarker TC (n) AC (n) SCLC (n) LCNEC (n) 
IHC
 
Ki-67-Durchschnitt 1,00 (24) 3,00 (21) 54,00 (50) 56,00 (7) 
TOP2A-Durchschnitt  0,50 (24) 3,00 (21) 50,00 (50) 48,00 (7) 





 Ki-67-mRNA  26,00 (18) 27,95 (15) 35,60 (43) 36,10 (7) 
TOP2A-mRNA 30,13 (18) 32,43 (15) 37,60 (43) 38,11 (7) 
RacGAP1-mRNA 28,45 (18) 30,30 (15) 33,05 (43) 34,03 (7) 
 
Für die Ki-67-Protein-Expression wurden bereits vergleichbare Ergebnisse in vielen Studien 
beschrieben: Manche davon konnten einen signfikanten Anstieg von TC zu AC feststellen 
(Costes et al. 1995, Laitinen et al. 2000, Helpap und Kollermann 2001, Igarashi et al. 2004, 
Pelosi et al. 2005, Rugge et al. 2008, Skov et al. 2010, Grimaldi et al. 2011, Walts et al. 2012, 
Zahel et al. 2012, Warth et al. 2013, Swarts et al. 2014, Joseph et al. 2015), wohingegen an-
dere nur Expressionszunahmen von low-grade- (TC / AC) zu high-grade- (SCLC / LCNEC) 
NEN verzeichnen konnten (Lin et al. 2003, Pelosi et al. 2003, Aslan et al. 2005, Li et al. 2011, 
Tsuta et al. 2011, Zheng et al. 2013). Wie in der vorliegenden Arbeit konnte auch bei Rindi et 
al. (2014), Pelosi et al. (2005), Igarashi et al. (2004) und Helpap et al. (2002) eine Zunahme 
der Ki-67-Protein-Level von TC zu AC und von AC zu SCLC / LCNEC festgestellt werden. 
Durch die meisten Studien wurden mit der vorliegenden Arbeit vergleichbare mediane Ki-67-
Werte für TC (0,4-2,3%) ermittelt (Costes et al. 1995, Granberg et al. 2000, Arbiser et al. 
2001, Helpap und Kollermann 2001, Igarashi et al. 2004, Aslan et al. 2005, Pelosi et al. 2005, 
Rugge et al. 2008, Skov et al. 2010, Tsuta et al. 2011, Zahel et al. 2012). In einigen Publikati-
onen wurden auch etwas höhere Werte oder Wertebereiche (2,9-3,7%, < 25%) für diese Tu-





al. 2003, Grimaldi et al. 2011, Walts et al. 2012, Zheng et al. 2013). Bei den AC fanden sich in 
der Mehrheit der bereits genannten, vorhergehenden Arbeiten höhere Mediane (7-20%) als in 
der vorliegenden Untersuchung. Die durch Zahel et al. (2012), Skov et al. (2010), Helpap et 
al. (2001) und Costes et al. (1995) ermittelten Werte für AC (2,4-5,8%) ähneln dagegen dem 
der vorliegenden Arbeit.  
Deutlich weniger Studien betrachteten die Ki-67-Expression in SCLC und LCNEC. Hier 
schwanken die bisher analysierten medianen Werte bei SCLC zwischen 42-87% und die der 
LCNEC zwischen 25-66,3% und schließen damit die der vorliegenden Arbeit ein (Arbiser et al. 
2001, Helpap und Kollermann 2001, Van Eeden et al. 2002, Lin et al. 2003, Igarashi et al. 
2004, Iyoda et al. 2004, Aslan et al. 2005, Pelosi et al. 2005, Skov et al. 2010, Tsuta et al. 
2011, Zheng et al. 2013). Da BP-NEN, wie auch andere Neoplasien, eine hohe intra- und in-
ter-tumorale Ki-67-Expressionsvariabilität aufweisen, ist die Patientenauswahl für die Ergeb-
nisse mitentscheidend. Die Ki-67-Antikörper und -IHC-Färbungsprotokolle sowie die Ki-67-
Auswertungsverfahren divergieren ebenfalls zwischen den verschiedenen Studien, sodass ein 
direkter Vergleich schwer ist und die Mediane nur als grobe Richtwerte betrachtet werden 
sollten. Auch wenn die IHC derzeit nicht ersetzt werden kann, geht der Trend in der Patholo-
gie zunehmend in Richtung einer molekularbiologischen Diagnostik. Das Manuskript III liefert 
in dieser Hinsicht einen wesentlichen Beitrag, weil es erstmals die Ki-67-Expression in NEN 
auf mRNA-Ebene betrachtet. 
Auch wenn sich die Ki-67-Expressionsraten geringfügig zwischen den Entitäten überlappen, 
sprechen die Aussagen des Manuskriptes III, ebenso wie andere Arbeiten, schlussendlich 
dafür, dass das Ki-67 für die Klassifikation der BP-NEN in TC, AC und SCLC / LCNEC ange-
wendet werden kann (Helpap und Kollermann 2001, Igarashi et al. 2004, Pelosi et al. 2005, 
Rindi et al. 2014). Die letzten beiden Tumorentitäten sind durch ihre zellmorphologischen 
Merkmale (siehe Kapitel 2.1.3.1 bis 2.1.3.4) eindeutig voneinander abgrenzbar. 
Im Vergleich zum Ki-67 liegen die Mediane der TOP2A-Protein-Expression etwas niedriger 
und die der mRNA-Level etwas höher. Ein niedrigerer Protein-Wert kann damit begründet 
werden, dass die TOP2A nur in der S-Phase, G2-Phase und M-Phase des Zellzyklus vorhan-
den ist, wohingegen das Ki-67-Antigen zusätzlich in der G1-Phase exprimiert wird. Dieser 
Unterschied macht sich vor allem bei den hochproliferativen Tumorentitäten bemerkbar, bei 
welchen viele Zellen erneut in einen aktiven Zellzyklus übergehen. Auf mRNA-Ebene erhöhte 
TOP2A-Werte (auch in TC und AC) sprechen für eine Vorbereitung der Tumorzellen auf den 
Eintritt in die S-, G2- und M-Phase und somit für eine erhöhte Proliferationsaktivität auf 
mRNA-Ebene. Unterschiede zwischen den TOP2A-Protein- und mRNA-Leveln können darin 
begründet sein, dass nicht jede mRNA in ein Protein translatiert wird. 
Da das RacGAP1 vor allem nur in der G2- und M-Phase exprimiert wird, stellt es den unter-





auch auf mRNA-Ebene dar. Auch wenn es im Vergleich zu den anderen beiden betrachteten 
Proliferationsmarkern in TC und AC höher und in SCLC und LCNEC niedriger exprimiert wird, 
ermöglichen die Unterschiede zwischen den Entitäten trotzdem eine Abgrenzung untereinan-
der. 
 
6.3.2 Problematik der Ki-67-Auswertung 
6.3.2.1 Auswertungsmethoden 
Immunhistochemie – Manuelle Auswertung 
Für die Evaluierung der Ki-67-Expressionslevel stellt die IHC derzeit die Methode der Wahl 
dar. Fast alle Studien an BP-NEN, und auch an GEP-NEN, verwendeten dabei nach Antigen-
demaskierung den monoklonalen Antikörperklon MIB-1 in Labor-abhängigen Verdünnungen 
(1 : 25 – 1 : 1800), welcher zu sehr spezifischen Antigenfärbungen in Paraffin-eingebettetem 
Gewebe führt (Pelosi et al. 2014a, Rindi et al. 2014, Swarts et al. 2014, Joseph et al. 2015). 
Nur in wenigen Arbeiten wurden Abweichungen von der vorausbeschriebenen Methodik 
durchgeführt oder ein polyklonaler Anti-Ki-67-Antikörper eingesetzt (Aslan et al. 2005, Tsuta 
et al. 2011, Walts et al. 2012). 
Die Quantifizierung der Ki-67-IHC erfolgte vorwiegend durch das manuelle Auszählen Ki-67-
positiver und negativer Tumorzellkerne. Daraus wurde der Ki-67-Labeling-Index (Ki-67-LI) als 
Prozentsatz Ki-67-exprimierender Zellen errechnet. Die Evaluierungsmethoden hierfür unter-
scheiden sich in den verschiedenen Studien jedoch stark voneinander. Die erste Problematik 
stellt dabei schon die Auswahl des betrachteten Tumorareals dar: In manchen Studien wurde 
der Prozentsatz positiver Zellkerne in einer gewissen Anzahl an HPFs (4 - 8) bei entweder 
200-facher oder 400-facher Vergrößerung ermittelt (Walts et al. 2012, Zahel et al. 2012, Warth 
et al. 2013), andere hingegen untersuchten ihn in 1 mm2 oder 2 mm2 großen Arealen bei un-
definierter oder 250-facher Vergrößerung (Costes et al. 1995, Van Eeden et al. 2002). Wart et 
al. (2013) analysierten das gesamte Präparat und weitere Autoren ermittelten den Ki-67-LI in 
einer bestimmten Anzahl von Tumorzellen, die von 400 bis 2000 Zellen je nach Studie variier-
te (Arbiser et al. 2001, Helpap und Kollermann 2001, Pelosi et al. 2003, Igarashi et al. 2004, 
Iyoda et al. 2004, Pelosi et al. 2005, Rugge et al. 2008, Skov et al. 2010, Grimaldi et al. 2011, 
Tsuta et al. 2011, Joseph et al. 2015). Auch die Auswahlkriterien für das entsprechende Tu-
morareal divergierten stark: Einige Arbeitsgruppen empfehlen dafür, nur die hochproliferativen 
Zonen mit der höchsten Ki-67-Positivität, die sogenannten Hotspots, auszuwerten (Helpap 
und Kollermann 2001, Pelosi et al. 2003, Pelosi et al. 2005, Tsuta et al. 2011, Walts et al. 
2012, Zahel et al. 2012, Warth et al. 2013). Igarashi et al. (2004) suchten aus dem Tumor 





dien randomisiert die betrachteten Felder auswählten (Costes et al. 1995, Iyoda et al. 2004) 
oder auch keine Angabe zu den Auswahlkriterien des entsprechenden Areals machten 
(Arbiser et al. 2001, Van Eeden et al. 2002, Rugge et al. 2008, Grimaldi et al. 2011, Joseph et 
al. 2015). Tsuta et al. (2011) werteten neben den Hotspot-Arealen zusätzlich sogar Coldspot-
Areale aus, welche durch die geringste Dichte Ki-67-positiver Zellkerne gekennzeichnet sind. 
Aufgrund der Fülle der manuellen IHC-Auswertungsmöglichkeiten sollten im Manuskript III 
zwei wesentliche Methoden durchgeführt und auf Konkordanz miteinander verglichen werden. 
Hierfür wurden Ki-67-positive / -negative Zellkerne zum einen in 10 repräsentativen HPF mit 
durchschnittlicher Ki-67-Expression bei 400-facher Vergrößerung und zum anderen in Hot-
spot-Arealen mit insgesamt 2000 Zellen ausgezählt und der Ki-67-LI berechnet. Mittels beider 
Verfahren konnten ähnliche Ergebnisse mit einem eindeutigen Anstieg der Level von TC zu 
AC und von AC zu SCLC / LCNEC ermittelt werden. Im Vergleich stellte sich jedoch heraus, 
dass die Hotspot-Evaluierung gemäß Wilcoxon-Test zu signifikant höheren Werten in AC, 
SCLC und LCNEC führte, als die Evaluierung der durchschnittlichen Ki-67-Expression. Das ist 
darauf zurückzuführen, dass die mittel- bis hochgradigen Tumorentitäten durch höher prolife-
rative Zonen gekennzeichnet sind. Die TC hingegen weisen grundsätzlich eine so geringe 
Proliferationsrate auf, dass im gesamten Präparat teilweise nur 1-5 Zellkerne Ki-67-positiv 
sind. Die Unterschiede zwischen den beiden manuellen IHC-Evaluierungsmethoden führen 
schließlich zu verschiedenen Cut-off-Werten zwischen den Entitäten, sodass für eine endgül-
tige Aussage hierfür eine Standardisierung notwendig ist. Da die Mehrheit der bisherigen Stu-
dien eine Ki-67-Hotspot-Evaluierung wählte, sollte sich hierauf geeinigt werden, die Hotspot-
Areale eines Tumors bei 400-facher Vergrößerung in insgesamt 2000 Zellen auszuzählen.  
Immunhistochemie – Automatisierte Auswertung 
Da die Validität der manuellen Auswertung aufgrund ihrer subjektiven Beeinflussbarkeit sehr 
häufig infrage gestellt wird, wurden automatisierte Auswertungsverfahren entwickelt. Hierfür 
müssen die gefärbten IHC-Präparate zunächst eingescannt werden, um anschließend mit 
Hilfe von Software-Programmen diverser Anbieter den Anteil an positiven zu negativen Tu-
morzellkernen zu ermitteln. So existieren bereits sechs Studien, in welchen die Ki-67-
Expression der histologischen Präparate von v.a. TC und AC aber auch LCNEC mit unter-
schiedlichen Programmen in einer digitalen Bildanalyse automatisiert ausgewertet wurden 
(Costes et al. 1995, Walts et al. 2012, Warth et al. 2013, Liu et al. 2014, Rindi et al. 2014, 
Swarts et al. 2014, Joseph et al. 2015). Die Mediane der automatisierten Auswertung unter-
scheiden sich jedoch von denen der manuellen Auswertung: in den meisten Studien wurden 
wesentlich niedrigere, in manchen gleiche und seltener auch höhere Ki-67-Expressionsraten 
als durch die Auszählung eines Pathologen ermittelt, was u.a. stark von der jeweils verwende-
ten Software abhängt. Manche Programme betrachten nur die Relation des gefärbten Areals 





wobei hierbei wiederum die Gefahr der Verwechslung mit Normalgewebe entsteht. Auch die 
Erfassungsgrenze der Färbungsintensität divergiert in Abhängigkeit von der verwendeten 
Software, sodass schlussendlich auch hier keine Einheitlichkeit der Auswertung vorliegt. Das 
in Manuskript III verwendete Programm der DEFINIENS AG München wurde für die Ki-67-
Evaluierung in der vorliegenden Arbeit erstmals in NEN verwendet. Es erkennt Tumorzellen 
und unterscheidet zwischen Färbungsintensitäten in 5 Abstufungen (ungefärbt, sehr schwach, 
schwach, mäßig oder stark gefärbt). Da eine Tumorzelle entweder nur proliferieren kann oder 
nicht, wurden Färbungsintensitäten in der vorliegenden Arbeit nicht differenziert betrachtet. 
Antikörper führen aber gelegentlich zu Artefakten, weshalb in der vorliegenden Arbeit sehr 
schwache Färbungen zu negativen Zellen addiert und schwache, mäßige und starke Färbun-
gen summiert als positiv gewertet wurden. Auch wenn die so ermittelten Ki-67-LI pro Präparat 
deutlich niedriger ausfielen als die der manuellen Evaluierungsmethoden, verhalten sich die 
Relationen zwischen beiden Auswertungsmöglichkeiten gleich und es ist in allen Fällen ein 
signifikanter Anstieg der Werte zu den schlechter differenzierten Entitäten hin zu verzeichnen. 
Die in der automatisierten Auswertung ermittelten geringeren Expressionslevel werden in der 
Literatur auch häufig dadurch begründet, dass der Hauptaugenmerk der visuell-manuellen 
Begutachtung durch den Betrachter auf die positiven Zellkerne gelegt wird, was wiederum mit 
einer Überbewertung der Präparate verbunden ist (van Velthuysen et al. 2014a, Joseph et al. 
2015). Dieser Fakt könnte sich auch auf die Areal-Auswahl in der manuellen Evaluierung aus-
gewirkt haben: Im Gegensatz zur automatisierten Auswertung, welche das gesamte Präparat 
berücksichtigte, wurden bei der Ki-67-Durchschnittsanalyse nur 10 HPF und bei der Hot-
spotanalyse nur 2000 Zellen pro Tumorprobe betrachtet. Im Manuskript III wurden erstmals 
SCLC vollautomatisiert ausgewertet, was durch die histologischen Merkmale dieser Tumoren-
tität eine besonderere Herausforderung darstellt. Diese entdifferenzierten Neoplasien sind 
durch Quetschartefakte, Nuclear Molding und große nekrotische Areale gekennzeichnet, so-
dass die Erkennung einzelner Tumorzellen erschwert ist. Nichtsdestotrotz stimmen die Relati-
onen mit den anderen betrachteten Methoden sehr gut überein und die automatisierte Ki-67-
Auswertung korreliert gemäß der Spearman-Rangkorrelation hochsignifikant mit der Ki-67-
Durchschnittsevaluierung (ρsp=0,851, p<0,001, n=102), der Ki-67-Hotspotevaluierung 
(ρsp=0,840, p<0,001, n=102) und der Ki-67-PCR (ρsp=0,746, p<0,001, n=82).  
Real-time RT-PCR 
Die Real-time RT-PCR ist ein Verfahren, welches in den letzten Jahren in der routinepatholo-
gischen Diagnostik stark an Bedeutung gewonnen hat. Nach der Makrodissektion des Tumor-
anteils eines Präparates erlaubt sie zwar nicht die genaue Lokalisation eines Markers, aber 
die objektive Quantifizierbarkeit auf mRNA-Ebene. Diverse Marker können aus einer Proben-
aufbereitung in einem Gang schnell analysiert und somit das biologische Verhalten des Tu-





Expressionslevel bereits einen Stellenwert, um die verschiedenen Subgruppen an 
Mammakarzinomen voneinander abzugrenzen (Skarlos et al. 2012, Milde-Langosch et al. 
2013). Für NEN wurde sie bisher nicht in Betracht gezogen, sodass deren Verwendbarkeit in 
BP-NEN im Manuskript III geprüft werden sollte. Dabei ergaben sich in der Spearman-
Rangkorrelation sehr hohe Übereinstimmungen mit den immunhistochemischen Evaluie-
rungsmethoden (ρsp=0,746-0,812, p<0,001, n=82), sodass davon ausgegangen werden kann, 
dass sich Protein- und mRNA-Ebene bezüglich der Ki-67-Expression gleichartig verhalten. 
Wenn durch eine Normalisierung / Standardisierung labor-bedingte Unterschiede in den ermit-
telten mRNA-Werten ausgeglichen werden können, stellt die qRT-PCR ein sehr vielverspre-
chendes Verfahren für die Ki-67-Evaluierung in Hinblick auf das Grading und die Differenzie-
rung der BP-NEN dar. 
6.3.2.2 Untersucher-bedingte Variabilität der immunhistochemischen Auswertung 
Die manuell-visuelle immunhistochemische Evaluierung der Ki-67-Expression ist, wie bereits 
beschrieben, stark Untersucher-abhängig. So existieren bereits einige Studien, in denen ge-
zeigt werden konnte, dass ein und dasselbe Präparat sowohl zwischen verschiedenen re-
nommierten Pathologen unter gleichen Bedingungen, als auch von dem gleichen Pathologen 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Rahmen einer Reevaluierung verschiedene Ki-67-LI 
ergab (Mengel et al. 2002, Walts et al. 2012, Warth et al. 2013, Swarts et al. 2014, van 
Velthuysen et al. 2014a). Einschätzungsschwankungen kommen vor allem dadurch zustande, 
dass die Färbungsintensität selbst unterschiedlich ausgeprägt ist: Manche Tumore zeigen 
trotz Ki-67-Expression generell nur eine schwache Immunreaktivität (gewebeabhängig) und 
andere weisen Intensitätsabstufungen auf, welche in der jeweiligen Anschnittsebene der Zell-
kerne im entsprechenden Präparat begründet sein könnten. Wie aber u.a. durch Swarts et al. 
(2014) und Warth et al. (2013) belegt werden konnte, ist diese Variabilität zwischen Untersu-
chern / Untersuchungen bei der Auszählung der Mitoserate in NEN deutlich höher als bei der 
Ki-67-Evaluierung. Im Gegensatz zu gefärbten Zellkernen kann das Bild der Mitosen sehr 
variabel sein und bereitet selbst einem geübten Auswerter mitunter Schwierigkeiten. 
Neben der subjektiven Beeinflussung der Auswertung kommt erschwerend eine inter- und 
intratumorale Variabilität der Ki-67-Expression hinzu. Schon aneinandergrenzende Schnitte (4 
µm dick) eines Tumors können unterschiedlliche Expressionsraten aufweisen, da sich in vie-
len Tumoren vor allem Proliferationsfronten und höher proliferative Areale ausbilden (Singh et 
al. 2014). Aus diesem Grund wird auch nicht unberechtigt die Validität der Ermittlung der Ex-
pressionsrate eines Tumors anhand einer Biopsie in Frage gestellt (Pelosi et al. 2014a). Di-
verse Studien verglichen jedoch die ermittelten Ki-67-LI zwischen Bioptaten und dazu gehöri-





beexzisaten zur ersten Ermittlung der Proliferationsaktivität eines Tumors (Viberti et al. 1997, 
Aslan et al. 2005, Pelosi et al. 2005, Zheng et al. 2013). 
Im Manuskript III der vorliegenden Arbeit wurden die gleichen Präparate von 22 randomisiert 
gewählten SCLC-Patienten durch zwei unabhängige Untersucher verblindet auf die Ki-67-
Durchschnittsexpression hin ausgewertet und eine sehr gute Korrelation zwischen beiden 
Bewertern festgestellt. Dabei wurden SCLC gewählt, weil sie neben den LCNEC die Tumor-
gruppe mit der höchsten Spanne in der Proliferationsrate darstellen. Diese wurden mit Hilfe 
der Ki-67-Durchschnittsevaluierung bewertet, da diese Methode nicht allein nur durch das 
Zählen und die Schwankungen in den Färbungsintensitäten, sondern auch durch die Auswahl 
der 10 nach dem Empfinden des jeweiligen Untersuchers repräsentativen HPFs bereits sub-
jektiv beeinflusst wird.  
Im Vergleich zu anderen Studien wurde in der vorliegenden Arbeit (i.) nur von einem kleinen 
Kollektiv, (ii.) von nur zwei Bewertern und (iii.) zu nur jeweils einem Zeitpunkt eine Auswertung 
vorgenommen (Mengel et al. 2002, Walts et al. 2012, Warth et al. 2013, Swarts et al. 2014). 
Ebenso konnte, im Gegensatz zu anderen Studien, kein Cohens Kappa zur Überprüfung der 
Interrater-Reliabilität evaluiert werden, da dieser eine nominale oder ordinale Datenverteilung 
erfordert und die Ki-67-LI metrisch skaliert sind. Eine über den Ki-67-LI ermittelte Zuordnung 
zu den Tumorgraden mit anschließender Cohens Kappa-Berechnung hätte über definierte 
Cut-off-Werte zwischen den Entitäten erfolgen müssen, deren Festlegung selbst jedoch eine 
Kernfrage des Manuskriptes III darstellte. Auch würde diese einen Informationsverlust mit 
sich bringen. Nichtsdestotrotz spricht der im Wilcoxon-Test ermittelte nicht signifikante Unter-
schied zwischen den beiden Untersuchern für eine geringe Variabilität der Auswertung und 
dient gleichzeitig als Beweis für die Validität der manuell-visuellen Ki-67-Auswertung der vor-
liegenden Arbeit. 
6.3.2.3 Cut-off-Werte zur Abgrenzung der Entitäten 
Alle bisherigen Studien, welche basierend auf der Ki-67-Expression einen Cut-off-Wert zwi-
schen einzelnen oder allen Entitäten der BP-NEN errechneten, sind in Tabelle 4 zusammen-
gefasst. Aus dieser geht hervor, dass es keine Einheitlichkeit in den ermittelten Grenzwerten 
zwischen den Entitäten gibt und sich diese für TC zwischen < 2,5% bis < 10%, für AC zwi-
schen 4% und 50% und für SCLC / LCNEC zwischen > 20% und > 50% bewegen. Manche 
Studien unterscheiden sogar nur zwischen low-grade und high-grade NEN, weil sie keine Un-
terschiede in der Ki-67-Expression zwischen TC und AC feststellen konnten. Diese Differen-
zen zwischen den einzelnen Studien können auf verschiedenen Faktoren beruhen: Die Pro-
benauswahl hat einen Einfluss auf die ermittelten Expressionsraten. Andererseits ist auffällig, 
dass gerade die Studien, die einen hohen Wert oder auch keine Unterschiede zwischen TC 





Khafaji et al. 1998, Van Eeden et al. 2002, Lin et al. 2003). Gemäß einer Untersuchung von 
Mengel et al. (2002) treten aber auch Labor-abhängige Unterschiede in dem Ausmaß auf, 
dass die selben Präparate mit den gleichen verwendeten Antikörpern zu unterschiedlichen 
Färbungsintensitäten bis hin zu unterschiedlichen Anzahlen positiver Zellkerne führten. In den 
letzten Jahren ist das immunhistochemische Protokoll für die Ki-67-Färbung jedoch besser 
standardisiert worden, sodass diese Interlabor-Variabilität nur noch bei älteren Studien, an-
sonsten aber geringe Einflüsse haben dürfte.  
 
Tabelle 4: Zusammenfassung der Literatur zu Untersuchungen der Ki-67-Expression in bronchopulmona-
len neuroendokrinen Neoplasien in Bezug auf Cut-off-Werte zwischen den Entitäten. 
Autor Tumorentität Detektionsmethode Cut-off-Werte 
Costes et al. (1995) TC (31), AC (16) IHC, automatisiert gezählt 
 
TC < 4% 
Al-Khafaji et al. (1998) TC (6), AC (5) IHC, manuell gezählt TC < 10% 
AC ≤ 50% 
 
Van Eeden et al. 
(2002) 
TC (4), AC (4), 
LCNEC (2) 
 
IHC, manuell gezählt TC, AC < 25% 
LCNEC > 25% 
 
Pelosi et al. (2003) TC (35), AC (23), 
LCNEC (40), SCLC 
(27) 
 
IHC, manuell gezählt TC, AC < 5% 
SCLC, LCNEC > 55% 
Lin et al. (2003) 63 GEP-NEN und 
BP-NEN 
 
IHC, manuell gezählt low-grade NEN < 25%  
high-grade NEN > 50% 
Pelosi et al. (2005) TC (3), AC (9), 
SCLC (9) 
 
IHC, manuell gezählt TC, AC < 20% 
SCLC > 20% 
Rugge et al. (2008) TC (58), AC (9) 
 
IHC, manuell gezählt TC < 5,4% 
Skov et al. (2010) TC (48), AC (15), 
LCNEC (27), SCLC 
(186) 
IHC, manuell gezählt TC < 3% 




Grimaldi et al. (2011) TC (75), AC (31) IHC, manuell gezählt TC < 4% 
 
Zahel et al. (2012) TC (111), AC (82) IHC, manuell gezählt TC < 2,5% (Durchschnitt) 
TC < 5,8 % (Hotspot) 
 
Walts et al. (2012) TC (78), AC (31) IHC, automatisiert gezählt TC < 5% 
 
Liu et al. (2014) TC (39), AC (7), 
LCNEC (9) 
IHC, automatisiert gezählt TC < 7% 
AC 7-50% 
LCNEC > 50% 
 
Rindi et al. (2014) TC (113), AC (84), 
SCLC (108), LCNEC 
(94) 
IHC, manuell und automa-
tisiert gezählt 
TC < 4% 
AC 4- < 25% 
SCLC, LCNEC ≥ 25% 
 
Singh et al. (2014) TC, AC, SCLC, 
LCNEC 
(n=unbekannt) 
IHC, manuell gezählt TC < 3% 
AC 3-20% 
SCLC > 20% 
 
Swarts et al. (2014) TC (98), AC (16) IHC, automatisiert gezählt TC < 5% 
 
van Velthuysen et al. 
(2014a) 
TC (8), AC (7), 
LCNEC (3) 
IHC, manuell und automa-
tisiert gezählt 
TC < 3% 
AC 3-20% 






Für die Wahl definierter Grenzwerte ist die Auswertungsmethodik der IHC-Färbung ebenfalls 
bedeutend, was gut durch das Manuskript III ersichtlich wird. Wie auch bei Zahel et al. (2012) 
beschrieben, unterscheiden sich die in der vorliegenden Arbeit manuell-visuell ermittelten Cut-
off-Werte der ausgezählten Ki-67-Durchschnittsevaluierung von denen der Ki-67-Hotspot-
Auswertung. Noch auffälliger ist ihr Unterschied zu der vollautomatisierten digitalen Bildanaly-
se der Ki-67-Färbung. Bei letzterer wurden deutlich niedrigere Cut-off-Werte ermittelt, wofür 
mögliche Ursachen bereits oben diskutiert wurden. Die manuell-visuellen Evaluierungsmetho-
den des Manuskriptes III zeigen für die Abgrenzung zwischen TC und AC sowie zwischen 
AC und SCLC / LCNEC ähnliche Grenzwerte, wie sie auch von Singh et al. (2014), van Ve-
lthuysen et al. (2014b), Zahel et al. (2012) und Pelosi et al. (2005) bereits beschrieben wur-
den. Damit entsprechen sie auch den Grenzwerten für die Einteilung der GEP-NEN in G1-, 
G2- und G3-NEN gemäß WHO-Definition (Richards-Taylor et al. 2015). Nichtsdestotrotz ist 
eine Standardisierung der Auswertung zur Festlegung der optimalen Ki-67-Cut-off-Werte zwi-
schen den BP-NEN-Entitäten erforderlich. Durch die fließenden Übergänge der Entitäten, die 
Laborabhängigkeit der Färbung und die subjektive Beeinflussung der Auswertung wird es 
trotz festgelegter Grenzen immer einen Graubereich geben. Mit einem dreifach-gestützten 
Gradingsystem, was ergänzend zur Ki-67-Expression auch die mitotische Aktivität, das Aus-
maß an nekrotischen Arealen und das morphologische Bild des Tumorpräparates berücksich-
tigt, kann dieser gut überwunden werden (Rindi et al. 2014, Joseph et al. 2015).  
Das Manuskript III ist die erste Studie, in welcher Ki-67-mRNA-Level in BP-NEN analysiert 
wurden und in der eindeutige Cut-off-Werte zwischen den Entitäten ermittelt wurden. 
 
6.3.3 TOP2A als prädiktiver Biomarker in BP-NEN 
Dass die TOP2A nicht nur in Brustkrebs, sondern auch in anderen Tumoren überexprimiert 
sein kann, wurde bereits in einigen Publikationen gezeigt (Dingemans et al. 1998, Dingemans 
et al. 2001, Fountzilas et al. 2012, de Resende et al. 2013, Yang et al. 2013, Parker et al. 
2014). Hierbei können hohe TOP2A-Level mit einer erhöhten Proliferationsaktivität, einem 
Verlust der histologischen Differenzierung und einem aggressiveren Verhalten des Tumors 
mit entsprechend schlechteren Überlebensraten assoziiert werden. Auch in den BP-NEN 
konnten im Manuskript III mit zunehmender Verminderung des Differenzierungsgrades an-
steigende Werte sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene nachgewiesen und kaum 
Überlappungen im Ausmaß der Expression zwischen den verschiedenen Entitäten aufgezeigt 
werden. Somit ergab die ROC-Analyse auch valide Cut-off-Werte zwischen den pulmonalen 
low-grade, intermediate-grade und high-grade NEN. Wie auch durch andere Arbeitsgruppen 
beschrieben, wurden dabei hochsignifikante Korrelationen mit der Ki-67-Expression (IHC: 





2012, Meng et al. 2012, de Resende et al. 2013, Yang et al. 2013). Auch wenn in SCLC die 
TOP2A-Expressionsintensität bereits in einigen Studien im Zusammenhang mit einem thera-
peutischen Ansprechen auf eine TOP2-basierte Chemotherapie untersucht wurde (Binaschi et 
al. 1992, Withoff et al. 1994, Campling et al. 1997, Syahruddin et al. 1998, Dingemans et al. 
1999, Rijavec et al. 2011, Gray et al. 2012), existiert keine Datenlage zur TOP2A-Expression 
in allen BP-NEN-Entitäten sowie im Bezug auf ihren diagnostischen Stellenwert zur Ermittlung 
des Ausmaßes der Proliferationsrate und zur Abgrenzung der Entitäten. Dabei zeigt sie gera-
de als Target für therapeutische Interventionen einen direkten prädiktiven Vorteil gegenüber 
dem Ki-67: Hohe Werte, wie sie in SCLC und LCNEC auftreten, stehen für eine gute An-
sprechbarkeit auf eine TOP2-abzielende Therapie, wohingegen bei niedrigeren TOP2A-
Expressionsleveln (üblicherweise bei TC, aber auch bei AC) kein Ansprechen zu erwarten ist. 
So ist es nicht verwunderlich, dass Etoposid als TOP2-Inhibitor in Kombination mit Cisplatin 
die First-Line-Therapie des SCLC darstellt und in der Effektivität auch nicht durch die TOP1-
Inhibitoren Irinotecan oder Topotecan übertroffen werden kann (Kubota et al. 2014, Shi et al. 
2015). Weiterhin zeigt auch das TOP2-inhibierende Anthrazyklin Amrubicin verhältnismäßig 
gute Behandlungserfolge bei SCLC-Patienten (Gray et al. 2012, Horita et al. 2016). 
In der vorliegenden Arbeit wurde die TOP2A-IHC ausschließlich in der manuellen Durch-
schnitts-Evaluierung ermittelt, um zunächst die Anwendbarkeit zu testen und eine bessere 
Vergleichbarkeit zur qRT-PCR zu ermöglichen. Beide Methoden lieferten durch eine hohe 
Konkordanz valide Ergebnisse und eignen sich somit für diagnostische Zwecke zur Bestim-
mung der Proliferationsrate und schließlich zur Abgrenzung der Entitäten. 
 
6.3.4 RacGAP1 als Marker für Invasivität 
Ebenso wie beim Ki-67 und bei der TOP2A konnte im Manuskript III auch ein Anstieg der 
RacGAP1-Protein- und mRNA-Expression von den TC über die AC zu den SCLC / LCNEC 
hin festgestellt werden. Auch wenn dieses Rho-GAP unter den betrachteten Markern die ge-
ringste Expressionsintensität aufweist, ist die Spannweite dennoch groß genug, um in der 
ROC-Analyse spezifische und sensitive Cut-off-Werte zwischen den BP-NEN-Entitäten in der 
IHC und qRT-PCR zu definieren. Da für die IHC bisher nur ein monoklonaler Anti-RacGAP1-
Antikörper kommerziell erhältlich ist, welcher in Probefärbungen aber ernüchternde Ergebnis-
se lieferte, wurde für die vorliegende Arbeit ein polyklonaler Antikörper verwendet. Er zeigte 
bei der Antikörpertestung die spezifischsten Färbungsergebnisse und konnte mit dem zur Im-
munisierung der Tiere verwendeten Peptid, welches von der herstellenden Firma zur Verfü-
gung gestellt wurde, neutralisiert werden. Außerdem wies er über diese Arbeit hinaus auch im 
Western Blot und in der Immuncytochemie in BP-NEN-Zelllinien spezifische Immunsignale 





auch eine zytoplasmatische Reaktivität in den Tumorzellen (auch durch Wang et al. (2011), 
Liang et al. (2013), Imaoka et al. (2015) beschrieben). Diese könnte darin begründet sein, 
dass RacGAP1 neben der Beteiligung an der Zytokinese auch in zahlreiche andere zelluläre 
Funktionen, wie u.a. die Aufrechterhaltung der Integrität der Adhäsionsverbindungen oder die 
Beeinflussung der Zellmigration, involviert ist (siehe Einleitung) (Yamazaki et al. 2009, 
Ratheesh et al. 2012, Jacquemet et al. 2013). Auch wenn die vielen einzelnen Studien zum 
RacGAP1 noch kein Gesamtbild über dessen Funktionen geben, wird aus vielen Arbeiten 
eindeutig ersichtlich, dass es starke Tumor-promovierende Effekte und eine hohe prognosti-
sche Aussagekraft besitzt. So wird seine Expression in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches, kolorektalen und gastrischen Karzinomen, HCC, NSCLC, Melanomen, Zer-
vixkarzinomen, Mammakarzinomen und Meningeomen mit einem aggressiven Tumorverhal-
ten und einer schlechten Prognose in Zusammenhang gebracht (Ma et al. 2003, Rosty et al. 
2005, Wang et al. 2011, Ke et al. 2013, Liang et al. 2013, Milde-Langosch et al. 2013, 
Pliarchopoulou et al. 2013, Chen et al. 2015, Hazar-Rethinam et al. 2015, Imaoka et al. 2015, 
Saigusa et al. 2015, Zhang et al. 2015). Auch in der vorliegenden Arbeit war bei vielen Patien-
ten eine höhere Expressionsintensität in der invasiven Front des Tumors auffällig. Diese Pati-
enten zeigten schließlich ungünstigere Überlebensraten. Obwohl das RacGAP1 eine starke, 
hochsignifikante Korrelation mit der Expression des Ki-67 und der TOP2A aufwies, konnte 
auch beim Vergleich zwischen SCLC mit guter und schlechter Prognose eine Überlegenheit 
gegenüber den anderen beiden Markern hinsichtlich der prognostischen Aussagekraft festge-
stellt werden: Das RacGAP1 war das einzige Protein, welches in den betrachteten SCLC mit 
schlechter Prognose höher exprimiert war, als in denen mit guter Prognose. Beim gleichen 
Kollektiv konnten über diese Arbeit hinaus ähnliche Ergebnisse für den Chemokinrezeptor 
CXCR4 gezeigt werden. Somit war der Anlass gegeben, einen Zusammenhang zwischen 
CXCR4 und RacGAP1 im Zellmodell zu untersuchen: Nach einer Stimulation der CXCR4-
exprimierenden SCLC-Zelllinie NCI-H69 mit dem endogenen CXCR4-Liganden Stromal cell-
derived factor 1 (SDF-1) konnte mit einem phosphospezifischen Anti-RacGAP1-Antikörper für 
das Serin 387 (S387) ab 30 Minuten eine Zunahme der RacGAP1-Phosphorylierung festge-
stellt werden (siehe Abbildung 19). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die durch die 
Aurora B-Kinase gesteuerte RacGAP1-Phosporylierung am S387 über die CXCR4 / SDF-1-
Achse induziert wird, um schließlich Rac1 zu inaktivieren und RhoA zu aktvieren. Um die 
Konsequenzen hieraus zu verstehen, muss an diesem Punkt jedoch zukünftig weiter ange-
setzt werden. 
Auch wenn das RacGAP1 im Manuskript III erstmals in BP-NEN (bzw. NEN überhaupt) un-
tersucht wurde, scheint es einen neuen Marker mit großem Potential hinsichtlich der diagnos-
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Abbildung 19: RacGAP1 und CXCR4 in NCI-H69-Zellen.  
A – Immuncytochemie. Die Zelllinie NCI-H69 (Originialvergrößerung: 63x10) exprimiert endogen den CXCR4-
Rezeptor. Vor Behandlung (links) zeigt der CXCR4 eine membranständige Färbung, welche nach 30-
minütiger Behandlung mit SDF-1 (20 nM) internalisiert (rechts). Diese Internalisierung dient als Nachweis der 
Ligandenbindung des SDF-1 an den CXCR4. Anti-CXCR4-Antikörper: UMB-2 (1:2); Sekundär-Antikörper: 
Alexa-488-gekoppelter Anti-Kaninchen IgG. 
B – Western Blot. Totales RacGAP1 und am Serin 387 phosphoryliertes RacGAP1 in NCI-H69-Zellen nach 
Inkubation mit SDF-1 (20 nM). Bereits nach 30-minütiger Behandlung ist die Phosphorylierung am S387 des 
RacGAP1 im Vergleich zur Kontrolle erhöht. Der Transferrin-Rezeptor (Tfr) dient als Ladekontrolle. Anti-
RacGAP1-Antikörper: HPA043912 (1:150), Atlas Antibodies; Anti-RacGAP1-pS387-Antikörper: ab61078 
(1:500), Abcam; Anti-Transferrin-Rezeptor-Antikörper: Abcam (1:2000). Detektion mittels Meerrettichperoxi-
dase-Reaktion. Repräsentativer Western Blot von insgesamt zwei Experimenten. 
 
 
6.3.5 Korrelation der Proliferationsmarker mit klinischen und histopatholo- 
           gischen Patientendaten 
Eine erhöhte Proliferationsaktivität spricht für eine bessere Ansprechbarkeit auf antiproliferati-
ve Chemotherapeutika sowie für einen höheren 18F-FDG-Uptake im PET/CT (Singh et al. 
2014, Basu et al. 2015). Aus diesem Grund ist es nicht verwunderlich, dass 17 Patienten (da-
von 12 mit SCLC) eine Chemotherapie und 12 Patienten (davon 9 mit SCLC) eine Radiothe-
rapie vor der Tumorresektion erhalten haben. Schließlich wurde verglichen, inwiefern sich die 
Expressionslevel der drei Proliferationsmarker in den behandelten Patienten von denen der 
unbehandelten Patienten unterschieden. Es konnten dabei, mit Ausnahme der digitalen Bilda-
nalyse des Ki-67 in SCLC-Patienten, keine Expressionsunterschiede zwischen den betrachte-
ten Gruppen festgestellt werden. Dass bei den Präparaten der behandelten SCLC-Patienten 
in der digitalen Bildanalyse des Ki-67 niedrigere Expressionslevel beobachtet wurden als bei 
den unbehandelten, könnte darin begründet sein, dass die Zellkernform nach Behandlung 





Ob das menschliche Auge hier einen Unterschied übersieht oder das automatisiert auswer-
tende Programm nicht korrekt zählt, bleibt offen. 
Bei allen betrachteten Proliferationsmarkern korrelierten die Protein- und mRNA-Level hoch-
signifikant mit dem Grading nach der UICC (ρsp=0,721-0,861; p<0,001). Da diese Evaluierung 
des Tumorgrades derzeit noch auf der Auszählung der Mitoserate basiert, konnten hier eben-
falls signifikante Zusammenhänge mit der Expression der Proliferationsmarker festgestellt 
werden (siehe Manuskript III). Eine Ausnahme dabei bildet jedoch die digitale Bildanalyse 
des Ki-67, welche trotz starker Korrelation mit der Protein- und mRNA-Expression aller weite-
rer Marker, keinen signifikanten Zusammenhang mit der Mitoserate zeigte. Die manuellen 
immunhistochemischen Ki-67-Evaluierungsmethoden und die Ki-67-qRT-PCR ergaben hinge-
gen sehr hohe Spearman-Rangkorrelations-Werte. Auch wenn die Mitoserate nur die M-
Phase des Zellzyklus repräsentiert, werden das RacGAP1 in der G2- und M-Phase, die 
TOP2A in der S-, G2- und M-Phase und das Ki-67 sogar in allen aktiven Phasen des Zellzyk-
lus exprimiert. Diese Unterschiede wirken sich nur geringfügig auf die Expressionsintensität 
aus und haben keine Effekte auf Korrelationen mit klinischen Daten und der diagnostischen 
Aussagekraft.  
Sowohl für die Ki-67-Expression, als auch für die TOP2A- und RacGAP1-Expression konnten 
signifikante Korrelationen zum T- und N-Stadium der TNM-Klassifikation festgestellt werden. 
Dieser Zusammenhang mit dem Ausmaß der Tumorausdehnung wurde für alle drei Marker in 
der Literatur bereits beschrieben (de Resende et al. 2013, Ke et al. 2013, Lan et al. 2014, 
Miller et al. 2014, Parker et al. 2014, Imaoka et al. 2015, Saigusa et al. 2015).  
Von 17 der 104 betrachteten Patientenproben lagen nur die Metastasen und nicht die Primär-
tumore als FFPE vor, sodass hier auf Unterschiede zwischen den beiden Gruppen geprüft 
werden konnte: Dabei ergab sich, dass auf Proteinebene keine Expressionsunterschiede zwi-
schen Filiae und Primaria zu verzeichnen waren, wohingegen sich bei allen Proliferationsmar-
kern höhere mRNA-Werte in den Metastasen im Vergleich zu den Primärtumoren zeigten, die 
im Falle des Ki-67 sogar signifikant waren. Auf mRNA-Ebene scheint die Proliferationsaktivität 
in Tochtergeschwülsten somit erhöht zu sein. Diese Aussage sollte jedoch an einem größeren 
Kollektiv, bevorzugt mit Primärtumoren und Metastasen der selben Patienten, nochmals be-
stätigt werden. 
Dass eine hohe Ki-67-Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert wird, ist bekannt 
(Liu et al. 2014, Singh et al. 2014, Swarts et al. 2014, Richards-Taylor et al. 2015). Aus die-
sem Grund wurde es überhaupt als Proliferationsmarker für das Grading interessant (Singh et 
al. 2014). Auch die TOP2A wird bei einer erhöhten Expressionsrate mit einem aggressiveren 
Tumorverhalten, einer ungünstigen Prognose und histologischer Entdifferenzierung in den 
verschiedensten Tumorentitäten (NSCLC, Mammakarzinome, urogenitale Karzinome, 





2013, Han et al. 2013, Lan et al. 2014, Mrklic et al. 2014, Huang et al. 2015). Diese Zusam-
menhänge konnten auch in BP-NEN im Manuskript III der vorliegenden Arbeit bestätigt wer-
den. Im Vergleich zu den anderen beiden Markern stellte sich jedoch das RacGAP1 hinsicht-
lich der prognostischen Aussagekraft als noch günstiger heraus: Es war der einzige Marker, 
bei welchem die Proteinlevel negativ mit der Prognose korrelierten und welcher in SCLC-
Patienten mit schlechter Prognose signifikant höher exprimiert war, als in denen mit guter 
Prognose. Dass eine erhöhte RacGAP1-Expression an der invasiven Front mit einem negati-
ven Krankheitsverlauf assoziiert ist, wurde ebenfalls durch Saigusa et al. (2015) publiziert. 
Auch wird für dieses Protein beschrieben, dass seine Überexpression in diversen Malignitäten 
mit erhöhter Angioinvasion, Lymphknoteninvasion, Fernmetastasierung sowie geringerem 
progressionsfreien Überleben zusammenhängt (Wang et al. 2011, Ke et al. 2013, Hazar-
Rethinam et al. 2015, Imaoka et al. 2015, Saigusa et al. 2015). Wie bereits durch andere Ar-
beitsgruppen beschrieben worden war, konnte daher auch in der vorliegenden Arbeit für alle 
drei Marker in der Kaplan-Meier-Analyse bestätigt werden, dass höhere Protein- und mRNA-
Expressionslevel mit kürzeren Patienten-Überlebenszeiten assoziiert sind (Wang et al. 2011, 
Fountzilas et al. 2012, Meng et al. 2012, de Resende et al. 2013, Ke et al. 2013, Martin-Perez 
et al. 2013, Lan et al. 2014, Parker et al. 2014, Pelosi et al. 2014b, Rindi et al. 2014, Swarts et 
al. 2014, van Velthuysen et al. 2014b, van Velthuysen et al. 2014a, Hazar-Rethinam et al. 
2015, Imaoka et al. 2015, Richards-Taylor et al. 2015, Saigusa et al. 2015). 
 
6.3.6 Proliferationsmarker-Expression im Vergleich zwischen Immunhisto- 
           chemie und qRT-PCR 
Da die IHC im routinepathologischen Alltag eine unentbehrliche Methodik ist, die PCR aber an 
Bedeutung gewinnt, sollten nicht nur für die SSTR-Expression, sondern auch für die betrach-
teten Proliferationsmarker beide Methoden miteinander verglichen werden. Für alle drei Mar-
ker konnten in der Spearman-Rangkorrelation sehr hohe Übereinstimmungen zwischen bei-
den Detektionsmethoden festgestellt werden, obwohl in der qRT-PCR die gesamten Schnitte 
und in der IHC nur gewisse Tumorareale (10 HPF, 2000 Zellen oder gesamter Tumoranteil) 
betrachtet wurden.  
Für das Ki-67 gibt es unzählig viele Studien zur Problematik der Auswertbarkeit der Protein-
expression in NEN, aber keine Literatur zu den mRNA-Leveln. Laut Manuskript III und ande-
ren Arbeiten in Brustkrebs, Mantelzell-Lymphomen und Gastrointestinalen Stromatumoren 
eignet sich die Ki-67-mRNA aber hervorragend zur Stratifizierung oder Abgrenzung zwischen 
unterschiedlichen Tumorgraden (Brizova et al. 2010, Potemski et al. 2006, Milde-Langosch et 
al. 2013, Kalfusova et al. 2016, Mahjabeen et al. 2012, Yuan et al. 2016). Für die TOP2A gibt 





Protein- oder der mRNA-Ebene analysierten. Vergleiche zwischen beiden Methodiken gibt es 
bisher aber nur wenige. Diese zeigen ebenso wie die vorliegende Arbeit eine gute Konkor-
danz zwischen Protein und der mRNA (Meng et al. 2012, Xu et al. 2015). Auch in Bezug auf 
die RacGAP1-Expression wurde in den meisten Veröffentlichungen entweder nur eine Im-
munhistochemie oder eine PCR durchgeführt. Die Arbeitsgruppen von Liang et al. (2013) und 
Imaoka et al. (2015) setzten an Tumorproben zwar beide Methoden ein, verglichen die Er-
gebnisse aber nicht miteinander. In gastrischen Tumoren konnten Saigusa et al. (2015) keine 
Korrelation zwischen der IHC und der qRT-PCR für das RacGAP1 feststellen. Ähnlich wie in 
der vorliegenden Arbeit wurden für die immunhistochemische Evaluierung jedoch gute Korre-
lationen mit den entsprechenden klinischen Daten erhalten. Auch wenn die Daten des Manu-
skriptes III eindeutig eine hohe Konkordanz zwischen IHC-Bestimmung und qRT-PCR der 
RacGAP-Expression zeigen, bestehen gerade in den SCLC auch Expressionsunterschiede 
zwischen der Protein- und der mRNA-Ebene. Es gibt bereits Hinweise dafür, dass diese Un-
terschiede bei dem  RacGAP1 durch eine miRNA-Regulation bedingt sind (Greco et al. 2011, 
Ramalingam et al. 2015). Diskrepanzen könnten aber auch auf die verwendeten Antikörper in 
den immunhistochemischen Untersuchungen zurückzuführen sein, da sich diese in allen bis-
herigen Arbeiten voneinander unterscheiden. Für die Versuche der vorliegenden Arbeit wur-
den im Vorfeld viele RacGAP1-Antikörper getestet, wobei der polyklonale Anti-RacGAP1-
Antikörper HPA043912 von Atlas Antibodies mit Abstand die besten Färbungen lieferte. 
 
6.3.7  Klinische Anwendbarkeit von Ki-67, TOP2A und RacGAP1 
Obwohl das Ki-67 schon sehr lange als Marker zur Darstellung der aktiv proliferierenden Frak-
tion eines Tumors in der Tumordiagnostik und auch im Grading von GEP-NEN etabliert ist, 
bestehen noch viele Diskussionpunkte zum Einsatz in BP-NEN. Aus den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit kann jedoch geschlussfolgert werden, dass es in den pulmonalen neuro-
endokrinen Tumoren ebenfalls für die Abgrenzung der Entitäten und das Grading angewendet 
werden kann. Die Methodik der Ki-67-Immunhistochemie ist mittlerweile weltweit standardi-
siert und es existiert ein valider Antikörper von Dako (Klon MIB-1), welcher für diagnostische 
Zwecke weltweit genutzt werden kann. Auch wenn oft beschrieben wird, dass die Evaluierung 
subjektiven Einflüssen unterliegt, hat sich die Variabilität der Ergebnisse zwischen verschie-
denen Untersuchern im Manuskript III und auch in weiteren Publikationen als nicht gravie-
rend herausgestellt (Mengel et al. 2002, Pelosi et al. 2014a, Swarts et al. 2014, van 
Velthuysen et al. 2014a). Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und anderer Studien 
zeigen, ähneln die ermittelten Cut-off-Werte für das Grading der BP-NEN denen der GEP-
NEN (Singh et al. 2014, van Velthuysen et al. 2014a). Die Ki-67-IHC-Evaluierung ist im Ver-





subjektiv beeinflusst, da gefärbte Nuclei besser definiert werden können als verschiedene 
Mitosestadien. Doch wie bereits durch die Autoren Liu et al. (2014), Rindi et al. (2014), van 
Velthuysen et al. (2014b) und Joseph et al. (2015) vermerkt wurde, kann die Ermittlung der 
Mitoserate nicht ganz ersetzt werden: Das Grading der BP-NEN sollte neben der histologi-
schen Differenzierung in einem dreifach-gestützten System vorwiegend mittels Ki-67-
Evaluierung erfolgen und in überlappenden Bereichen zwischen den Entitäten zusätzlich die 
Mitoserate und das Ausmaß an Nekrose einbezogen werden. In dieser Hinsicht müssen die 
automatisierte Auswertung der Ki-67-IHC und die qRT-PCR noch weiterhin auf ihre Eignung 
geprüft und standardisiert werden, um sie schließlich für das Grading verwenden zu können. 
Im Vergleich zum Ki-67 hat die TOP2A-Bestimmung den Vorteil, dass sie eine direkte Vorher-
sage zum Nutzen einer Therapie mit TOP2-Inhibitoren ermöglicht. Durch die starke Korrelati-
on beider Marker und auch durch Erfahrungswerte, wird eine hohe Ki-67-Expression trotzdem 
mit einer guten Ansprechbarkeit auf zytotoxische Substanzen verbunden und kann auch als 
Surrogatparameter dafür verwendet werden (Singh et al. 2014, Wu et al. 2014a, Basu et al. 
2015). Bei der TOP2A ist die IHC-Evaluierung ebenfalls etabliert. Wie für das Ki-67 sind hier 
gute Antikörper kommerziell erhältlich, da die TOP2A bereits in der Mammakarzinom-
Diagnostik Verwendung findet. Bei NEN ist die Analyse dieses Enzyms dagegen noch nicht 
eingeführt, aber auch hier stellt sich die Frage nach der Subjektivität der IHC-Bewertung, der 
Wertigkeit einer automatisierten  Auswertung sowie nach optimalen Cut-off-Werten. 
Ein neuer Marker, der bereits in vorherigen Veröffentlichungen sein großes Potential zeigen 
konnte, bei den verschiedensten Malignitäten die Prognose der Patienten vorherzusagen, ist 
das RacGAP1 (Ke et al. 2013, Milde-Langosch et al. 2013, Pliarchopoulou et al. 2013, Imaoka 
et al. 2015, Saigusa et al. 2015). So zeigte es auch in der vorliegenden Untersuchung im Ver-
gleich zu den beiden anderen Markern eine noch bessere prognostische Aussagekraft, vor 
allem auf Proteinebene und in SCLC-Patienten. Neben der Beteiligung an der Zytokinese hat 
das RacGAP1 zahlreiche weitere Funktionen in der Tumorprogression. Eine Überexpression 
gibt somit Hinweise auf das biologische Veralten dieser Tumorgruppe und Anlass, weitere 
Grundlagenforschung über diesen Marker zu betreiben. Für seinen festen diagnostischen 
Einsatz wird allerdings zunächst ein guter monoklonaler Antikörper benötigt. Die qRT-PCR 
eignet sich zwar auch zur RacGAP1-Detektion, jedoch scheint die Proteinebene bei diesem 
Marker aussagekräftiger zu sein.  
Trotz einiger Vor- und Nachteile eignen sich alle drei Marker für die Diagnostik von BP-NEN. 
Nach dem aktuellen Stand ist die Verwendung des Ki-67 aufgrund der hierfür bereits vorlie-






7  Schlussfolgerungen 
Zur Charakterisierung der BP-NEN wurden in der vorliegenden Arbeit FFPE-Tumorproben 
eines großen Kollektives aller Entitäten mittels Immunhistochemie und qRT-PCR auf Marker 
mit klinischer Relevanz untersucht. Dabei war zunächst die Analyse der fünf SSTR-Subtypen 
interessant, da diese bereits fest in die Diagnostik und auch Therapie der GEP-NEN integriert 
sind. Um die molekulare Grundlage für deren Einsatz in BP-NEN zu legen, wurde das Manu-
skript I erstellt. Hierbei zeigten sich der SSTR1, der SSTR2A und der SSTR5 mit einer jewei-
ligen Prävalenz von ∼50% als die am häufigsten exprimierten Subtypen, wodurch bewiesen 
werden konnte, dass auch BP-NEN-Patienten von einer SSTR-basierten Diagnostik und The-
rapie profitieren können. Als Beispiel einer individualisierten Medizin ist dabei routinepatholo-
gisch (IHC und qRT-PCR gleichermaßen geeignet) eine frühzeitige Patienten-Selektion in 
Bezug auf die Auswahl des entsprechenden SSA erforderlich: Im Falle einer SSTR2A-
Expression sollten aufgrund des günstigeren Nebenwirkungsprofils die herkömmlichen SSA 
gewählt werden. Die übrigen SSTR-positiven Patienten können mit Pan-SSA erreicht werden. 
Diese Analoga binden mit hoher Affinität zusätzlich die anderen in BP-NEN häufig exprimier-
ten SSTR-Subtypen. Somit unterscheiden sich die BP-NEN von den GEP-NEN, indem letzte-
re mit einer SSTR2A-Expression in ∼80% der Fälle primär mit herkömmlichen SSA behandelt 
werden.  
Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass nicht nur die gut-
differenzierten TC und AC, sondern auch die SCLC gleichermaßen den SSTR2A exprimieren. 
Dass schließlich auch diese Patienten von den vergleichsweise besser verträglichen SSTR-
basierten Interventionen profitieren können, wurde 2016 mit Verweis auf das Manuskript I 
durch die Arbeitsgruppe von Lapa et al. bestätigt: SSTR2A-exprimierende Tumore von Patien-
ten mit fortgeschrittenen, metastasierten SCLC konnten mit einer SSTR-geführten PET/CT 
detektiert und im Falle einer starken Expression durch eine PRRT in einen günstigeren 
Krankheitsverlauf überführt werden (Lapa et al. 2016). 
Eine Besonderheit stellte sich auch für den SSTR1 heraus: Seine hohe Expressionsrate in TC 
und AC (∼80%) und das Ausbleiben der Expression in SCLC macht ihn zu einem zusätzlichen 
diagnostischen Tool zur Abgrenzung der AC von den SCLC. Hohe Werte sprechen folglich 
auch für ein besseres Überleben der Patienten. Somit ergab sich bei den BP-NEN neben dem 
diagnostischen und therapeutischen Wert der SSTR auch eine prognostische Aussagekraft. 
Aufgrund der Einführung neuer SSA mit unterschiedlichen SSTR-Bindungsspektren gewinnt 
die Erfassung des SSTR-Subtypen-Status zunehmend an Bedeutung. Zur Standardisierung 
der immunhistochemischen SSTR-Evaluierung wurden im Manuskript II der vorliegenden 
Untersuchung drei bewährte Scoring-Systeme miteinander verglichen. Dabei erwies sich, trotz 





im Vergleich zum HER2/neu-Score neben den vier Abstufungen der Färbeintensität die pro-
zentualen Anteile der gefärbten Tumorareale mit ein und bleibt dabei, im Gegensatz zum H-
Score, trotzdem praktikabel im Handling. 
Derzeitig wird auch für das Grading und die Klassifikation der BP-NEN nach neuen Optimie-
rungswegen gesucht. Obwohl das Ki-67 dafür bei den GEP-NEN bereits 2010 in deren WHO-
Klassifikation aufgenommen wurde, wird seine Verwendung in BP-NEN aufgrund vieler offe-
ner Fragen momentan noch kontrovers diskutiert. Auf diese Problematik sollte schließlich im 
Manuskript III eingegangen werden. Dabei zeigte sich hinsichtlich der Frage nach der opti-
malen Auswertungsmethodik des Ki-67-Antigens, dass die manuell-visuelle Bewertung der 
IHC aktuell am besten geeignet ist. Zur Standardisierung dieser wird die Evaluierung des Ki-
67-LI in den Hotspot-Arealen von insgesamt 2000 Zellen (400-fache Vergrößerung) empfoh-
len. Als weitere vielversprechende Methodik stellte sich auch die qRT-PCR zur Ermittlung der 
Ki-67-mRNA heraus. Diese muss zur Definition valider Cut-off-Werte jedoch in weiteren Stu-
dien noch überprüft werden.  
Aus der vorliegenden Untersuchung ergab sich, dass die Ki-67-Expressionslevel mit Verlust 
des Differenzierungsgrades zwischen den Entitäten eindeutig ansteigen, so dass das Ki-67 für 
das Grading und die Klassifikation der BP-NEN eingesetzt werden kann. Die dabei ermittelten 
Grenzwerte der manuell-visuellen IHC-Evaluierung sind mit denen der GEP-NEN in NET G1 
(< 2%), G2 (2-10%) und NEC G3 (> 20%) vergleichbar. Schließlich ist das Auszählen von 
gefärbten Zellkernen einfacher und weniger fehlerbehaftet als die Zählung der Mitoserate. In 
grenzwertigen Fällen sollte aber ein dreifach-gestütztes Gradingsystem angewendet werden, 
welches neben dem histologischen Bild des Tumors auch den Ki-67-LI, die Auszählung der 
Mitoserate und die Ermittlung des Ausmaßes an Nekrosen einbezieht. 
Ob sich eventuell andere Proliferationsmarker für das Grading und die Klassifikation der BP-
NEN besser eignen, sollte im Manuskript III zusätzlich geprüft werden. Die TOP2A lieferte 
dabei ähnliche Ergebnisse wie das Ki-67, birgt aber den Vorteil, dass sie eine direkte prädikti-
ve Aussage hinsichtlich einer TOP2-abzielenden Therapie gibt. Als ein neuer, vielverspre-
chender Marker stellte sich das RacGAP1 heraus. Es zeigte besonders bei SCLC-Patienten 
auf Proteinebene eine noch bessere prognostische Aussagekraft als die anderen beiden 
Proliferationsmarker und ist dabei in viele Tumor-promovierende Aufgaben involviert. So 
könnte eine Aufklärung seiner Rolle in der Tumorbiologie zu neuen therapeutischen Ansätzen 
führen. Auch wenn die vorliegende Arbeit zusammenfassend einen Fortschritt hinsichtlich 
einer verbesserten Diagnostik und einer daraus resultierenden Therapie in BP-NEN ermög-
licht, sollte die Suche nach neuen Zielstrukturen weitergehen, um letztlich auch Patienten mit 
LCNEC und vor allem SCLC neue Therapieoptionen mit besseren Prognosen in Aussicht zu 
stellen. 
 




Literatur- und Quellenverzeichnis  




'B3''@MKLL@*.('$)B!$7 ,.!!$)B (  0$//3 /( 0#*/),.*0**'/ 6*.&?
	3(). //=@
) ./*) = 36$" = G*)) '' = .$ @ LTTK@ $)  )  '  /,$.0$*) 80*'*"8 *!
,3'(*).8.$)*$03(*./@080*'=NOCOD?PKPBPLK@
.$/ .=.$/ .=*# )='@MKKL@ 3.* )*.$) '3)"03(*./?". *.. '0 /
6$0#,.*'$! .0$*)30)*0)"$*" ) /$/@*0#*'=LOCLMD?LLTPBLLTT@
..$"*)$=**') .= .)09@LTRM@08,$'.$)*$ 03(*./*! 0#  '3)"@ #*.
.$*5/3."=QOCND?OLNBOML@
/')=3'# 	=(3$)=)$5 '= //3.3)@MKKP@$BQR$((3)*. 0$5$08
$) 0#  $!! . )0$' $")*/$/ *! ,3'(*).8 ) 3.* )*.$)  ) *,'/(/ $) /, $( )/ 6$0#




99. ''$ =  .'*# = .8 @ MKLO@  "3'0$*) *!  . .' *.0 7  5 '*,( )0 8 #*
/ /?$)/$"#0/!.*($)5$5*/03$ /@.*)0 '' 3.*/$=S?OOP@
/0*/ =  )0  = 0 /= 	((*) = .. @ MKLM@ O $)#$$0/ LB , ) )0
L)	R !! 0*.,0#68/3.$)"80*&$) /$/@ ''$*'=LTSCPD?SQPBSSK@
/3=) =#,@MKLP@*.. '0$*))$/*.) *!03(*3.,.*'$! .0$*)$) 7
) (*' 3'. $("$)" #.0 .$/0$/ ) 0# $. $(,'$0$*)/ !*. 0. 0( )0  $/$*)/ )
*30*(  , .0$)$)" 0* , ,0$  .  ,0*. .$*)3'$  0# .,8 $) ,0$ )0/ 6$0# 5) 
) 3.* )*.$)  03(*3.?  5 '*,$)"  , ./*)'$9 (* '@3' *((3)= NQ CSD?RQQB
RRO@
3 = 3.9 @ MKLO@ 0.303.'  0 .($))0/ *! 0#  0'80$ $)#$$0$*) *! #3()
0*,*$/*( ./  

',#8/'$8'0 )'*"/)/'$8'0 B/ .3"/@$*# (#.(*'=
STCOD?OQOBORQ@
3(=3'&.)$	@MKLM@	
? .*(*' 3'. 
("$)"/$)"BQS ' 
. ./ ) A 0*  ./*)'$9  $*)3'$  # .,8 B #    .& 7, .$ ) @
# .)*/0$/=MCPD?ONRBOOR@
3( = 3'&.)$ 	= .. ./ @ MKLM@  ,0$ / ) .  ,0*./ $) $(" B"3$  0# .,8?
0# .)*/0$/!*.) 3.* )*.$) ) *,'/(/@ ($)3' =OMCND?LTKBMKR@
 /' 8 @ MKKS@ 3'(*).8 ) 3.* )*.$)  03(*3./ ) ,.*'$! .0$*)/?  . 5$ 6 )
3,0 @$")*/0$	$/0*,0#*'*"8=LOCLKD?OQPBORN@




 /' 8=.($''=.5$/@MKKP@# MKKO*.'	 '0#.")$90$*)'//$!$0$*)
*!'3)"03(*./@ ($)* )0" )*'=OKCMD?TKBTR@
 )B#'*(*= '( @MKLK@$03$0.8/*(0*/00$).  ,0*./$")'$)"@. )/)*.$)*'
 0=MLCND?LMNBLNN@
 ."/')@MKLN@#  5*'5$)"')/, *!) 3.* )*.$) 03(*./@ ($))*'=OKCLD?OB
MM@
 ."/( 	= 5) '$ 0 
=  3)$// ) = ( =   	 . . =   0 ./ = . ))$)" =
6 && **( @ MKLM@  ,0$  .  ,0*. .$*)3'$  0# .,8 CD !*. B/@  /0
.0 /'$)/0.* )0 .*'=MQCQD?SQRBSSL@
 .0)$=9$*=*00 .$=#$,,='*)$=.)=* $=,$/=,=9*''$
=). *)$@MKLO@ / 0$*)*! 0# ,.$(.8,). 0$) 3.* )*.$) 03(*. $),0$ )0/
6$0#3). / 0' '$5 .( 0/0/ /?,*//$' $)$0$*)/!*.(3'0$(*',,.*#@3." .8=
LPPCOD?QKRBQLO@
 .0$)* = *)! . = *'*)) = *// = 00 ./*) @ MKKT@ 3'(*).8
) 3.* )*.$) A.$)*$03(*./?. 5$ 6.0$' @) .=LLPCLTD?OONOBOOOL@
$)/#$=$*) =9.=  
/ '' = $*00$= ,.)$*= 3)$)* @ LTTM@
#.0 .$90$*)*!0*,*$/*( ./ 

" ) . ..)" ( )0$)#3()/(''B '''3)") .
 '''$) @0') .
)/0=SOCMMD?LRLKBLRLQ@
**0#=&"$=)# 9B3'$*= 0!'/&$=."$3=( %$(=
((*0*=*)0$)"
= *'' .5 8 = .)/#6 = "). ''$ @ MKLO@ $BQR $/  LB$)0 .0$)" ,.*0 $) 0#0
*.")$/ /0# ($0*0$#.*(*/*( , .$,# .8@'$! =N? KLQOL@
." =  ...* = *99$ = *'$ = )0 "#$)$ @ MKLN@ $*'*"$' 5.$0$*) *!
) 3.* )*.$)  03(*.(.& ./ #.*(*".)$))) 3.*)B/, $!$ )*'/ @'$)$*# (=
OQCLBMD?LOSBLPL@
.9 3 = ' = 3."3/ = $)"= 30# .= $5$ . = 3$'' ($)@ LTRN@	8,*0#'($
,*'8, ,0$ 0#0$)#$$0/0# / . 0$*)*!$((3)*. 0$5 ,$03$0.8".*60##*.(*) @$ ) =
LRTCOKQSD?RRBRT@
.$9*5	= '$)*5= ./&*5 =.#'*5= * 0 @ MKLK@ )*5 ' -3)0$00$5  *!
,.*'$! .0$*) (.& ./ C$BQR= 0*,*$/*( ./  

',#= ) MD? ) $((3)*#$/0*# ($'
*.. '0$*)= 0 /0$)"= ) *,0$($9$)" !*.()0'   '' '8(,#*(@ $.#*6/ .#= OPQ CQD?QRLB
QRT@
.3##3/ ) 5= 	" . 		@ MKKK@ 	" ./ 	)3#  . ,#.(9 30$/# ) .7$/@
' &0.*)$/#  //*3. 3!'@ .'$)3@@?,.$)" .@
.3)*=3=*)"= . '*6$09@LTTM@*' 3'.'*)$)")!3)0$*)' 7,. //$*)*!
.$)B/, $!$/*(0*/00$).  ,0*.@.*0'$=STCMND?LLLPLBLLLPP@
3. )=/# .*!!@LTTS@ #)$/(*!0$*)*! 3&.8*0$0*,*$/*( ./ 

).3"/
0." 0 0*0#  )98( @$*#$($*,#8/0=LOKKCLBND?LNTBLPO@




3.&.=$ %*6/&$ =*.$"3 9B.5*= ,&= *6 .8='3/ .=#)"=
#*&0 = .. = !!  = '' ,''$ @ MKKT@ '&L / '!B*.")$90$*) ) ,.$($)"
,#*/,#*.8'0$*)*!	/BO0 0# /,$)' ($9*) . "3'0 0# *)/ 0*!$5$/$*) $)#3()
 ''/@*$*'=RCPD? LKKKLLL@
' .*)B*)0)* = 3."*/B*.*) = .0 = /0*. = 3/0$) = 0 */ = *, 9B
9.*@ MKLN@ ',#=  0B3)/03.0  '0*) / MB!3.)*)  ) MB,8.*)  $)3   ''3'.
 (" = !*.(0$*) *! 0*,*$/*( ./  
B ) 

B *(,' 7 / ) ) .  ''  0#@
*7$*' 00=MMMCLD?QOBRL@
(,)=,3./*=.0 ''$=*.$=)930*=(3..$)*=$.$= '' 5 =
'*)$ = *(// 00$ @ MKLN@ $*' ''  /*(0*/00$) )'*"3  0. 0( )0 $)
"/0.* )0 .*,). 0$ ) 3.* )*.$)  03(*3./? !0*./ //*$0  6$0# . /,*)/  )
/3"" /0$*)/!*.0# ., 30$/ -3 ) @3.3' *'
("$)"=OKCSD?LLTRBLMKP@
(,'$)"= .= .'#=(=*' =$./&$@LTTR@*,*$/*( ./ 

' 5 '/).3"
. /,*)/ $)/('' '''3)") .@
)0)*'=LKCPD?SSPBSTN@
(,*/= (,*/= $ $.*= "3#$ = $'5 ='$5 $.= */0= 3. ''$ =
3) / =  )) = *)"00*B$'#* @ MKLN@ $BQR ) LKK $((3)*#$/0*# ($'
 7,. //$*) $/ //*$0  6$0# '*' . 3.. )  ) ,**. ,.*")*/$/ $) /*!0 0$//3  /.*(/=
. /, 0$5 '8@)*' 00=PCPD?LPMRBLPNP@
,'$)=3$)= .*''=$'*//*=.$B3/0 =$(= ."= '*/$= .. )=
*//$ = .5$/= ,.0$$,)0/ @ MKLP@ 3'(*).8 ) 3.* )*.$)  C.$)*$D 03(*./?
3.*, ) 3.* )*.$)  3(*. *$ 08  7, .0 *)/ )/3/ ) . *(( )0$*)/ !*.  /0
,.0$ !*.08,$')08,$',3'(*).8.$)*$/@)))*'@
,,399*=	$./#=*//$=.0*'$)$= . /*'$= ($/=	) 8=$00=) ) ."
=*( )$#$)$ 
= 3*5$)$=".$)$=. "*.=*"'$*)$=$*)$=*)0*=.)&'$)
=.$)*=3))=.@=. ''B.$@MKKP@,$ .('".*60#!0*..  ,0*." ) )
,.*0 $))" !$0$)$ / )/$0$5$08 $))*)B/(''B '' '3)") .@ 0') . 
)/0=TR CTD?QONB
QPP@
/$)* =)" = 0 .) = .$&# = #3'$&5$0=$'' 0 = $3 = 0.*/ ." = $*0 =
$ # '()) @ MKLN@ 
)0 .)0$*)' .0$  00 .)/ )  /*3.  0$'$90$*) $) 0# 
. 0( )0*! 3.* )*.$) 3(*./@). /@




 '' ($".0$*) ) ,.*'$! .0$*) 8 !3)"' $((3)*(*3'0*.8 ,.*0 $) 
B!5  !.*(
'((3'$)5 '30$, /@".$**# (=QLCOTD?LMKOOBLMKPM@
# )=$	=#)"=.0#$&=.0,=*$=	*)"=	3$@MKLP@M. "3'0 /0# 
#*A /$")''$)" 7$/ 0* ,.*(*0   .'8 . 3.. )  $) #3() # ,0* ''3'. .$)*(@ 
	 ,0*'=QMCQD?LMSRBLMTP@






= $) () = 3-3  = /0)* @ MKLK@ 
 )0$!$0$*) ) #.0 .$90$*) *! ) 6
!3)0$*)'0.3)0 5.$)0/*!/*(0*/00$).  ,0*./308, P$).* )0/@ ''*'$! $=
QRCRD?LLORBLLQN@
*/0 /=.08B) =$*0= .. 
=3%*'=.8	=' 0@LTTP@8,$')08,$'
.*)#*,3'(*).8 .$)*$ 03(*./?  '$)$*,0#*'*"$ ) 
BQRB' '$)" /038@ 	3(
0#*'=MQCRD?ROKBROP@
/ =  $) 3 = *3.)3 @ MKLM@ *' 3'. ( #)$/(/ *! /*(0*/00$) .  ,0*.
0.!!$&$)"@*')*.$)*'=OSCLD?LBLM@
'(=5)	" )=5)* 0/5 '=#$' !3=	*30/(3'' .=*'/	=5) . '8
=( .0/=	*!')@MKKN@7,. //$*)*!/*(0*/00$)=*.0$/00$)=)/*(0*/00$)
.  ,0*./ $) #3()(*)*80 /=(.*,#" /= )  ).$0$  ''/@ (  #8/$*' )*.$)*'
 0=MSPCMD?NOOBNPN@
5$ /=)()@MKLM@03&$)0# ($' ?=# /$*)=)80*&$) /$/@ ''$*'=LTS
CPD?RQTBRRL@
  $'$,,$/ = *()* = 5$*' @ MKLO@  ..)0 #* / / /$")'$)" ) *")$0$5 
8/!3)0$*)?$)5$5* 5$ ) !*.*(, ''$)"(*' 3'.. '0$*)/#$,@ 3.*/$$* #5 5=
OQ0M?MSPBNKL@
 	 . .=6 && **(=  ' ./=5)& )=( .0/=5) . '8=
. ))$)" @ MKKQ@ *(0*/00$) .  ,0*. $("$)" !*. ) 3.* )*.$)  03(*./@ $03$0.8= T
CND?MONBMOS@
 .0$)*=	*!') = ( .0/ @MKLK@ *(0*/00$) ) /*(0*/00$) .  ,0*./?
!.*(/$*) ,0/0*'$)$',,'$0$*)/@.*".$) /=LSM?MPPBMSK@
  / ) =$ $.=#$) )=#$,, ''$ =*)/ =3$(. /=*. /=
 5 /
="*008= ''$*)$/9=.&#*..$)=.)0=*#@MKLN@.*")*/0$0$*)
*!,.*/00 ) ./ *)M,.*0 $))" ) // //( )0?M$),.*/00 ) .@
.)/' =LL?NQ@
 )"=#)"=#)"=# )=$	=3@MKLP@*.. '0$*) 06  )0# ,0& *!
LSB'3*.* *78"'3*/ CLSBD)0# 7,. //$*)*!.*'$! .0$*)B//*$0 )0$" )$B
QR$)) .0$ )0/? 0B)'8/$/@*) =LKCQD? KLMTKMS@
 00 . &@MKLK@)" ( )0*!.$)*$03(*./@))#*.3."=STCND?TTSBLKKP@
$&0*3='0//=9$5./=)&$/=,'$*$=*)0*" *."*/@MKLL@*(0*/00$)
) *,($)  .  ,0*. ,.*!$'  *! "/0.* )0 .*,). 0$ ) 3.* )*.$)  03(*./? )
$((3)*#$/0*# ($'/038@)*.0#*'=MMCLD?MOBNK@
$)" ()/=5).&B00 =,)="'$*00$=5) .'&=*/0(3/=$*) @
MKKL@ *,*$/*( ./  

',# )*0# ..3" . /$/0) (.& ./ $) 5) )*)B/(''  ''
'3)") .@3)") .=NMCMD?LLRBLMS@




$)" ()/=$) *	=$*) @LTTS@'$)$'. /$/0) 0*0*,*$/*( ./ B0." 0 
.3"/@$*#$($*,#8/0=LOKKCLBND?MRPBMSS@
$)" ()/ = $0'*7 = 0'' .0 = 5)  . '& = */0(3/ = $*)  @ LTTT@
7,. //$*) *!  0*,*$/*( ./  

',# ) 0*,*$/*( ./  

 0 " ) / ,. $0/ /3.5$5'
) . /,*)/  0* # (*0# .,8 $) ,0$ )0/ 6$0# /(''  '' '3)" ) .@ '$) ) .  /= P
CSD?MKOSBMKPS@
* ) &  = .'/*) @ MKKP@ .'/*)/ $*# ($  3) 0#*$*# ($  ? '00! ' ($0
0*!!6 #/ '4 ./$#0@ LP@= &*(,' 00 4 ..@ 3) ) 3" /0'0 0  3!'@ 3!'@ 0300".0 3@@?
#$ ( @
. /' . = $00 . 	= 00 ./*)= *// = $' 8=$&@ LTTR@ '$)$'B,0#*'*"$
)'8/$/*!OK,0$ )0/6$0#'."  '') 3.* )*.$) .$)*(*!0# '3)"@))#*.3."=
QNCLD?LSKBLSP@
3)*$.=3$''3=(3/= $") 3.$)=.3"'@LTTL@$BQR' '$)"$),*/0($0*0$
 ''/ !$) /$!! . )0$BQR,0#68/6$0#$)0# M*(,.0( )0@80*( 0.8=LMCPD?OPPBOQN@
3#.*6=#'30 .=*#' ) ."='	= . /@LTTQ@*' 3'.#.0 .$90$*)*!
0#  " )  '*3/ *! 0#  #3()  '' ,.*'$! .0$*)B//*$0  )3' . ,.*0 $)  !$)  8
(*)*'*)')0$*8$BQR@ ''.*'$!=MTCLD?LBLM@
3.)B.*= 5 )3 = 3-3  =# 0 = .$B5..* = -3 0 = 3!*3. 	=
'"*)=3'' .=.'$ .=/0)*@MKLK@,*0 )0$'$)#$$0*.8.*' !*.0# ) 6
0.3)0  5.$)0 *! /*(0*/00$) .  ,0*. P= //0PO= $) ,$03$0.8  )*(/ ,**.'8
. /,*)/$5 0*/*(0*/00$))'*"/@'$))*.$)*' 0=TPCPD?MOTRBMPKM@
.$&//*) =  )/0.3, = 
(( 	=  ." @ LTTR@ 	$"#B*/  0. 0( )0 6$0# '). *0$  *!
,0$ )0/ 6$0# 5)  ) 3.* )*.$)  "/0.*$)0 /0$)' 03(*./? '$)$' ) $*'*"$'
 !! 0/@)))*'=SCLKD?LKOLBLKOO@
  ' ./ = 	*!') = 6 && **(= ( .0/ =   	 . .@ MKLM@ #,0 . NP B
 3.* )*.$) 3(*./@ 
)? *." =*)'= *) 5$) M B *." $)&= *)=
	./"@	)**&*! 3.* )*.$)*'*"8@)$ "*? ($. //=RQLBRRS@
 '$, = *%* =  & = 	 '' . = '3"#(( . = ' =  . / =  .'0 = &  	=
* .)9' . = . . = *&/ = 3. = 09 ( $ . = / '" @ MKKS@  ,#/  


,#.(*8)($ /038 *!  .'*0$)$ $) ,0$ )0/ 6$0# 5)  )*)B/(''  '' '3)" ) .
,. 5$*3/'80. 0 6$0#,'0$)3(B/ # (*0# .,8@'$)) . /=LOCLMD?NSQRBNSRO@
$)&=. '3(= ''$)= )8)=30 ='9 .=.( .@MKKL@3'(*).8
.$)*$?,. / )00$*)=$")*/$/=)*30*( $)LOM/ /$)
/. '). 5$ 6*!QOK/ /
!.*(0# '$0 .03. @# /0=LLTCQD?LQORBLQPL@
$/# . = *'' = */ = *'*9$ % = 03(( = #3'9 @ MKKS@  // //( )0 *! //0M
/*(0*/00$) .  ,0*.  7,. //$*) $) #3() )*.(' ) ) *,'/0$ 0$//3 / 3/$)" 0#  )*5 '
.$0(*)*'*)')0$*8BL@'$))*.$)*' 0=TNCLLD?OPLTBOPMO@








='*" ./@MKLM@*,*$/*( ./  

',#" ) (,'$!$0$*) $/!5*.' ,.*")*/0$
!0*. $) ,0$ )0/ 6$0# 	MB,*/$0$5 ( 0/00$ . /0 ) . 0. 0 6$0# 0./0393(@ 
.)/' =LK?MLM@
.$ '= .$/0*!*.* =  )' .= *.*9 (/&8=	 30 =,.$()8 = *5/ = *)
3"" ) ."=' =$."*'$)$ 
@MKKR@QSBB8.NB*0. *0$  $)) 3.* )*.$) 
03(*./?*(,.$/*)6$0#/*(0*/00$).  ,0*./$)0$".,#8)@3' =OSCOD?PKSB
PLS@
'5)=*)9' 9=. /,*=*'"3 ./=/03$''*@MKLK@)$')3' . 7,. //$*)
,.'' '/#$"# .('$"))8,*0 )0$'$)) 3.* )*.$) '3)"03(*./@3)") .=QTCND?MSTB
MTP@
 . / = #6=  (& 	= 0 $)	@ LTSN@ .*30$*) *! (*3/ (*)*'*)' )0$*8
. 0$5  6$0#  #3() )3' . )0$" ) //*$0  6$0#  '' ,.*'$! .0$*)@ 
)0  ) .= NL
CLD?LNBMK@
 . /= (& 	=$/#	=& .		=#6=0 $)	@LTSO@ ''8' )'8/$/*! ''




=( '$= )*#$*=0*#$=*"'$ 00=3*5$)$=
$) )9 =   )" '$/ = .$)* @ MKKT@ = ,= ,&0 )  /003/ 8
$((3)*#$/0*# ($/0.8?*.. '0$*)6$0#'$)$'*30*(  $)	MB,*/$0$5 ( 0/00$. /0
) .,0$ )0/0. 0 6$0#0./0393(@)))*'=MKCOD?QOSBQPO@
. !  	= 309= +)$/# 	= 	#) B@ MKLL@ #.(&*'*"$  3) *7$&*'*"$ @ 0300".0?
#$ ( @
.) ." = $') . =  ." = &*"/ $ @ MKKK@ .*")*/0$ (.& ./ $) ,0$ )0/ 6$0#
08,$'.*)#$'.$)*$03(*./@'$))*.$)*' 0=SPCTD?NOMPBNONK@
.8 = 3$00 = #)" = #$,,*.$ @ MKLM@ *($)0$*) *! 	 ) 0*,*$/*( ./ 
$)#$$0*./$)/('' '''3)") .@) .$*'# .=LNCSD?QLOBQMM@
. *=$5$=$)= $5*) )=35$) )=35$) )@MKLL@	3(),,$''*(5$.3/LQP
(*3'0 /0#  7,. //$*)*!#*/0($.*/@*) =QCRD? MLQOQ@
.$('$=3/ .= '0.($=#$)=*. ''$=$99*'$00*='(//*)/=.$ ''*=
*'* = *)* = *)* = ""$)* @ MKLL@ .0$0$*)$)" *! .*)#*,3'(*).8
.$)*$/$)06*$!! . )0,.*")*/0$0 "*.$ /8&$BQR/*. @.*)0)*.$)*'C3/)) D=
M?MK@
3/0!//*) 
= $ = *'$) 
@ MKKS@  3.* )*.$)  03(*./ *! 0#  $!!3/ 
) 3.* )*.$) /8/0 (@3..,$))*'=MKCLD?LBLM@
3/0!//*) 
= $ = #) = '! .0# $) . = *'$) 
@ MKKS@ .*)#*,3'(*).8
) 3.* )*.$) 03(*./@) .=LLNCLD?PBML@




	', .$) = /.$ = * @ MKLQ@ ELRR3BK=8.NFB*0. *00  $) 0#  0. 0( )0 *!
($"30) 3.* )*.$) 03(*./@303. )*'=LMCND?NLNBNML@
	)=$=3= )	=#3=#*=#3=)"=	3=)=)"=)"=3=
*)" = $* = $ = $ = )" 	= 3 = $3 @ MKLN@ 7,'*.0*.8 /038 *) 0#  *.. '0$*)
 06  )LO'3)") .B. '0 " )  7,. //$*))/, $!$'$)$'#.0 .$/0$/*!
,0$ )0/@*''$))*'=LCPD?SSRBSTN@
	9.B 0#$)(= *)"=))*)=*.*/=."/=9$ )$/=3&#*,#88
=  )9B*)  = )09$ = $(,/*) = 3) ./ @ MKLP@ L 
/  *5 '
*6)/0. ( !! 0*. *! MRB , ) )0  /$/0)  0* *7*.3$$) ) 
/ .*")*/0$ !*.
5 .''3.5$5'$)-3(*3/ ''.$)*(@*') .# .=LOCSD?LTNTBLTPK@
	 /()=$' 8@MKKS@(('$)#*/ /?) 6$)/$"#0/$)0*0# $.!3)0$*)/!.*(
$)5$5*/03$ /@0 5*' ''$*'=TCTD?QTKBRKL@
	 $ . #0	=3&=	/=& .		=.6. /#@LTTQ@*)*'*)')0$*$ /$BN
)$BP8$ ') 60*)0# G$BQRG,.*0 $)/@ ''.*'$!=MTCRD?OLNBOMP@
	 ',,= *'' .()) @ MKKL@ 
((3)*#$/0*# ($' )'8/$/ *! 0# ,.*'$! .0$5  0$5$08*!
) 3.* )*.$)  03(*./ !.*( 5.$*3/ *.")/@ .  0# .  $)$0$*)/ !*.  ) 3.* )*.$) 
03(*.B.$)*(/ -3 ) <$.#*6/.#=ONSCLD?SQBTL@
	 )0$=*35 '.= *3./=,,=*&(&=	(( '=$. =G**' = 58=
35) 0 = 3/9)$ 6/&$ @ MKLL@ $BQR $) 7= 03(*. $!! . )0$0$*)= )  70 )0 *! '$5 .
$)5*'5 ( )0. $) , ) )0,.*")*/0$!0*./$),0$ )0/6$0#'$5 .( 0/0/ /*!$" /0$5 
 )*.$) .$)*(/@)*. '0) .=LSCLD?PLBPT@
	$./#=9$9$3/9&*=#0# .=))	=0&$)/=.3(/=, & =	*''*68=
3)) = .@= .)&'$)@ MKKS@ ,$ .(' ".*60# !0*. .  ,0*. $((3)*#$/0*# ($/0.8?
*(,.$/*) *! )0$*$ / ) 30*!! ,*$)0/ 0* ,. $0  ) !$0 !.*( " !$0$)$ $)  ,#/  N
,' *B*)0.*'' /038$)5) )*)/(''B '''3)") .@) .=LLMCPD?LLLOBLLML@
	*!')=$3=)* 0/5 '=3$% .6$%&=) .	(= .$%" .=#*).3))
= ( .0/ @ LTTT@ 
((3)*#$/0*# ($'  0 0$*) *! /*(0*/00$) .  ,0*. /308, /





(.3$$)!*.. ',/ /(''B '' '3)") .?/8/0 (0$. 5$ 6)( 0B)'8/$/*!SKN
,0$ )0/@$ ,=Q?LSTTT@
	+./# = 8 " = *)) 0 =  (( . . = . // '0 = 3( @ MKLM@ E7, .0 $'*"3 ?
) 3.* )*.$) 03(*3./*!0#  '3)"/)"/0.* )0 .*,). 0$/8/0 (F@) 3(*'*"$ =QQ
CLD?OOBOS@
	3)"	=$3= )"=$3@MKLP@3'0$.3". /$/0) ,.*0 $))0*,*$/*( ./ M',#
 7,. //$*)$))*)B/('' '''3)") .. . '0 6$0#.$)( 0/0/$/,*/0*, .0$5 '8@
)0
'$)7,0#*'=SCTD?LLPNRBLLPOM@







L 7,. //$*))A,LQA8'$)L,0#68 ..0$*)/(*)",3'(*).8) 3.* )*.$) 
03(*./@*0#*'=LRCLKD?LMPTBLMQR@

(*&	= *$8(= $"3/ = 6(3.=6(*0*=&3"6=	$.* = )&=

)*3  = *#.$ = 3/3)*&$ @ MKLP@ L  7,. //$*)= $). /$)" 03(*. ('$"))0
,*0 )0$'= /  ,. $0$5  $*(.& . !*. '8(,# )*  ( 0/0/$/ ) ,**. ,.*")*/$/ $)




3%$/6 @ MKKO@ 3'(*).8 '."   '' ) 3.* )*.$)  .$)*(  (*)/0.0 / #$"#
,.*'$! .0$5 0$5$08@))#*.3."=RRCQD?LSTLBLSTP>$/3//$*)LSTP@
*/= $)/0 $)=	*, =/'(=  =*&' 8@MKLO@ 3.* )*.$) 03(*./?
 8*)0# *( )@*(,30//$/0*(*".=NSCQD?STSBTLO@
-3 ( 0 = .  ) = .$" 60 . = 5*) .$ "/# $( = 	3(,#.$ / = *.() =
/6 '' @ MKLN@ B.$5 ) ',#P 0L . 8'$)" /3,,. // /  ) ,.*(*0 / #*
0$5$085$0# LB
L*(,' 7@ ''$*'=MKMCQD?TLRBTNP@
)/*)= 0.$/ ."=*'= /0'$) = ."@LTTS@ 0 .($)0$*)*! /*(0*/00$)
.  ,0*. /308,  M $) .$)*$ 03(*./ 8 $((3)*#$/0*# ($' $)5 /0$"0$*) 6$0#
/*(0*/00$).  ,0*./308, M)0$*$ /@) . /=PSCLLD?MNRPBMNRS@
.5$) ) = )) . = )0) ) = .'3) = *." = . )() = 
/*' @ MKKK@
(,'$!$0$*)) ' 0$*)*!0*,*$/*( ./  

',#//*$0 6$0#.BM(,'$!$0$*))




 3)"=// .=)"$=#.) 3=3.*-= //' .=3*$7=*8@MKKM@.*)#$'
.$)*$ 03(*./ *! 0#  0#*.7? /, 0.3( *! .$*'*"$ !$)$)"/@ $*".,#$/= MM CMD?NPLB
NQP@
*/ ,#=#$)$=)%6)$=.=# ,# .=0$00=
)3' 0@MKLP@/ !3') //*!
$BQR=$0*/ /=)3(*.$9 !*.. $0$)" 0/0/$/ $).$)*$3(*./*!0# 3)"?
038*!OS/ /0 .0$.8.  )0. $))@3)") .
)0=MKLP?POPQKL@
 (( . . = #0$B##$$ = 3' 3( = 	*./# = . // '0 = )" . = 3)9  =
	*(())@ MKLL@ *)*($0)0 '3)" ) "/0.* )0 .*,). 0$ ) 3.* )*.$)  03(*./
)0# 5'3 *!"''$3(BQSA@) .
("$)"=LL?LRTBLSN@
 (( . .= 0 . = 3,,=#3'9= )" . =3(=./=	*(())@MKLM@
*(,.$)" *! 
 ) 	 .M / $((3)*#$/0*# ($' /*.$)" /# ( / $)
"/0.* )0 .*,). 0$) 3.* )*.$) 03(*./@
)0'$)7,0#*'=PCND?LSRBLTO@
'!3/*5=./&*5
	='$)*5=$)& =* 0@MKLQ@/0.*$)0 /0$)'/0.*('03(*./B
-3)0$00$5  0 0$*)*!0# $BQR=M=M=)#0 '*( ./ /33)$0(' 5 '/
0*  0 .($)   ,.*'$! .0$*) 0$5$08 )  ,*0 )0$' !*. "". //$5  $*'*"$'  #5$*.@
 *,'/(@





MKLP@7,. //$*)*!*(0*/00$)  ,0*./LBP)*,($)   ,0*.M$)3)".$)*$/?

(,'$0$*)/!*.# ., 30$*' @ 3.* )*.$)*'*"8=LKLCND?MLLBMMM@
,')=0 5 )/='' )=$*=*(&$@MKKN@30*( /),00 .)/*!!$'3. $)
.*)#$' .$)*$ 03(*./@ 
)0 .)0$*)' *3.)' *! $0$*))*'*"8 $*'*"8 #8/$/= PP
CLD?LMPBLNL@
  	=   	= $ = $ = 3 	= )" @ MKLN@ 7,. //$*) *! L $) #$"# ". 
( )$)"$*(/?,*0 )0$'.*' $)) .,.*". //$*)@ 3.**)*'=LLNCMD?NMRBNNM@
$'' 
@LTTQ@*'$/0$*)*!0# $BQR)0$" )6$0#$)0# )3' *'3/@5$ ) !*.!$.$''.$)B
 !$$ )0. "$*)*!0#  )/ !$.$''.*(,*) )0@ ''$=LKTC0QD?LMPNBLMQN@
$(3. = $'$#*6/& = 0  = $(3. 
= #$)' . @ LTTT@ 
((3)*#$/0*# ($'
 7,. //$*) *! /*(0*/00$) 08,  M .  ,0*. $) ) 3.* )*.$)  03(*./@ '$) ) .  /= P
CLLD?NOSNBNOSR@
$0(3. = 6/#$( = $)*/#$( = *)*93& = 	$.*/  = */& @ MKKL@ *'  *!
"A8&O /  . "3'0*. *! 0#  /('' /  #* !($'8 $) 80*&$) /$/ )  ''
$!! . )0$0$*)@ ''0.303)0=MQCQD?QOPBQPL@
' $) =*//()$0#@MKLK@	*.(*) 3)	*.(*)/8/0 (? #.3# .)*&.$)*'*"$ @
M@= .6 $0 .0 3!'" 3!'@ .'$)=	 $ ' ."?,.$)" . .'$)	 $ ' ."@




) 3.* )*.$)  03(*./? . 5$ 6*!)*( )'03. =".$)"=)/0"$)" /8/0 (/@). /=
NTCQD?RKRBRLM@
'+,, '@MKKR@3(*3.$*'*"8)#$/0*,0#*'*"8*!) 3.* )*.$) 03(*3./@ /0.0
 /'$))*.$)*' 0=MLCLD?LPBNL@
*&&*' = .3/  = *8B*"*9$& =  &&$) ) = 3# = 	*)& 		= 	 )) ()) 	=
. $ )&(,	@ MKLL@ *(0*/00$) .  ,0*. P $/ ,'($0*8'0  8 0#  $)0 .0$)" 		P
,'($0*8'0.)/! ./ @ 00=PSPCLRD?MQQPBMQRK@
*6'/&$=	 )9 =#3#(# .=& 	=	*!())=	 .&*.)@MKKN@5'30$*)
*! ,*/$0.*)  ($//$*) 0*(*".,#8 $("$)" 3/$)" EQSFBB # CLDB8.CNDB0. *0$  $)
*(,.$/*)0*ELLL
)FB@$./0. /3'0/ $),0$ )0/6$0#) 3.* )*.$) 03(*./@
*'
("$)"$*'=PCLD?OMBOS@
.3" . =3&='3(/0 $)=3'/ = # '9$"	=.*,!= #3())=*00"#8=




/#$&3. =$93/6 =$/#$*=6#.=*&*8(= 
((3.=
&  =  "*.* = 	. = &(*0* 	= ((*0* = #$)&$ = &$ 	= 0/3$ =




&"6= #$0 = $%*= (3. = ,) '$)$')*'*"8@ MKLO@ 0*,*/$  )
$/,'0$) 5 ./3/ $.$)*0 )) $/,'0$) $),0$ )0/6$0# '$($0 B/0"  /(''B '' '3)" ) .
0. 0 6$0# 0*,*/$ )$/,'0$),'3/*)3.. )0 ' .0 #8, .!.0$*)0 0#*.$
.$*0# .,8CKMKMD?.)*($/ ,#/ N/038@) 0)*'=LPCLD?LKQBLLN@
3'&/$9 	= $// '  = *//' . = #3'9 = 	*''0 =  0$) = .)*' @ MKKM@ 
 )0$!$0$*) *!
/*(0*/00$) .  ,0*. /308, / L= M= N= ) P $) ) 3.* )*.$)  03(*3./ 6$0# /308, 
/, $!$)0$*$ /@30=PKCLD?PMBQK@
6 && **( = . ))$)" @ MKKM@ *(0*/00$) .  ,0*. $("$)"@  ($) 3'  = NM
CMD?SOBTL@
$0$) )=*$)$=00$'=&&*@MKKK@08,$'.*)#*,3'(*).8.$)*$//#*6
0 ) )80*6.$). / ,*,0*0$),.*'$! .0$5 0$5$08@) .=SSCRD?LPTKBLPTS@
) = 	3)" 	=    = # ) = $ 	= 	/3 	= #)" = $ @ MKLO@ M
*5 . 7,. //$*) /  ,**. ,.*")*/0$ !0*. $) ,0$ )0/ 6$0# )/*,#.8)" ' .$)*(@
3(*3.$*'=NPCLD?LRTBLSR@
)"=$./&$=3(($)"/	=3= .'#	=*' @LTTS@0.303.'*.")$90$*)*!
0# #3()M)M" ) /@ ) =MMLCMD?MPPBMQQ@
,=	)/# $	=$'= '9 .=#$. '= .) .=.*''=	 ..())=3&=
3& .0#@MKLQ@*(0*/00$).  ,0*. 7,. //$*)$)/('' '''3)") ./,.*")*/0$
(.& .)0." 0!*., ,0$ .  ,0*..$*)3'$ 0# .,8@)*0." 0@
3. )0 =*)03*)= *.) '*3,@ MKKQ@  )
 *! 3)" ) .@  /,$.0$*)= RN
CMD?LNNBLOM@
  	=3=#* =#3)"	= *=  	=  =# *)=3)"=#3)"	@MKLK@
.*0 $) *5 . 7,. //$*) ) " )  (,'$!$0$*) *!  ,$ .(' ".*60# !0*. .  ,0*. $)
)*)/(''  '' '3)" .$)*(/? *(,.$/*) *! !*3. *(( .$''8 5$''  )0$*$ / 8
$((3)*#$/0*# ($/0.8)!'3*. / ) $)/$03#8.$$90$*)/038@3)") .=QSCND?NRPB
NSM@
$ =  =	*)" = 3	= $/# $)@MKLL@ ,$" ) 0$(*$!$0$*)/*!#$/0*) #O $) '3)"
) 3.* )*.$) 03(*./@,,'
((3)*#$/0*# (*'*.,#*'=LTCPD?NSTBNTO@
$ =)"= $*	=$*=3@MKLK@80*&$) /$/)) .?*'* '*5 /G)G#*CD@ 
 ) 0 )*($/=NRCND?LPTBLRM@
$)"=$3=)"=$)"=*@MKLN@)'8/$/*!MK" ) /0#.*(*/*( )LM-LN?
L ) L *5 . 7,. //$*) $) )*)/(''B '' '3)" ) .@  ) / #.*(*/*( /
) .=PMCND?NKPBNLP@
$) = '" = .  ) 
= &*6/&$= '$(/0. @ MKKN@ 
((3)*#$/0*# ($' /0$)$)" *!
80*'*"$ /( ./ 6$0# 
BL # ',/ $/0$)"3$/# '*6B".  !.*( #$"#B".  ) 3.* )*.$) 
) *,'/(/@('$)0#*'=LMKCMD?MKTBMLQ@




$3 = 00/ = *$*#  = ' 7$ 5 = ## = $7*) = 3.&  @ MKLO@ 30*(0 
-3)0$!$0$*) *! $BQR ,.*'$! .0$5  $) 7 *!  7$/  ) 3.* )*.$)  03(*./ *! 0#  '3)"@
$")0#*'=T?LRO@
3,, = " ' = #3'9 @ MKLN@   5'30$*) *! //0 /*(0*/00$) .  ,0*.  7,. //$*) $)
#3() )*.(' ) ) *,'/0$ 0$//3 / 3/$)" 0#  )*5 ' .$0 (*)*'*)' )0$*8 BR@
 "3' ,0=LSN?LBQ@
3,, = 	3) . =  0.$# = " ' = *'' = #3'9 @ MKLL@  // //( )0 *! //0CPD
/*(0*/00$) .  ,0*.  7,. //$*) $) )*.(' ) ) *,'/0$ #3() 0$//3 / 3/$)" 0#  )*5 '
.$0(*)*'*)')0$*8BO@ 3.* )*.$)*'*"8=TOCND?MPPBMQO@
3,,=" '=*''=*& )=5 .0=6.$)= " .=#3'9@MKLM@ // //( )0
*! //0N /*(0*/00$) .  ,0*. 7,. //$*) $)#3())*.(')) *,'/0$ 0$//3 /3/$)" 0# 
)*5 '.$0(*)*'*)')0$*8BP@ 3.* )*.$)*'*"8=TQCOD?NKLBNLK@
='3)"=3""' =3 0=).$"#0=3.8=8 00 =$/0*) =0 & .=
#)"=#*3=.)#*'0	=($0#==#0!$ '= //' . = .=.') .
=".*$@MKKN@ )  7,. //$*),.*!$' /*!#3(). /0) .,.*". //$*)@.*0'
$=LKKCLKD?PTROBPTRT@
''3(=	''@MKKK@# '*0$*)*!,$QR$)0# *30 . )/ !$.$''.8*(,.0( )0
*!0# )3' *'3/,*$)0/0*.*' $).$*/*( $*" ) /$/3.$)"0#  ''$5$/$*)8' @0#*'=
LTKCPD?PNRBPOO@
#%  ) 
=# )=#*3=8)$@MKLM@ . / ( 7,. //$*) ' 5 '/*!/ 
 7$/$*). ,$.CD,0#68" ) /$///*$0 6$0# )#) $BQR 7,. //$*)$)	@
 )*'=MTCPD?NQMKBNQMP@
.0$)B . 9=, 5$' =/0 '')*= $( ) 9B*)/ ='9.= "3$.$/0$)B*( 9
= '*)/*B.3) = .0$) 9  ' .* = $''*)B.0 .* = $9B . 9 = *)' *) =
.93 ' = #*) = /0. B' . =  5$'' 
= /0)* = .$B.*) .* @ MKLN@
.*")*/0$ !0*./ ) '*)"B0 .( *30*(  *! ,). 0$ ) 3.* )*.$)  ) *,'/(/? $BQR
$) 7 /#*6/  ". 0 . $(,0 *) /3.5$5' 0#) $/ /  /0" @ #  '."   7, .$ )  *! 0# 
,)$/#0$*)'3(*. "$/0.8CD@ 3.* )*.$)*'*"8=TSCMD?LPQBLQS@
/#( 8 .=3"" =(,! =. $$#=$'# '(=//())=#6.9=#'=
*#' .=.* =$  .6$ / .@MKLP@. 0.*/, 0$5 . 5$ 6*!$")*/$/)0. 0( )0
(*'$0$ / *! ) 3.* )*.$)  03(*./ C 7'3$)" ,.$(.8 '3)" ) .D $) LK *)*'*"$'
$)/0$030$*)/ *! 0#  /0  .() 038 .*3, *! 	 (0*'*"8 ) )*'*"8 C	D= MKLKB
MKLM@) . /'$))*'@
 )" 	= # ) = $ = 3 = 3 @ MKLM@ *.. '0$*)/ *! M " )   ..0$*)/ )
 7,. //$*)*!0*,*$/*( ./  

',#,.*0 $))M( 7,. //$*) $),.$(.8. /0
) .?  . 0.*/, 0$5  /038 *! SQ / / 3/$)" !'3*. / )  $) /$03 #8.$$90$*) )
$((3)*#$/0*# ($/0.8@0#*'
)0=QMCQD?NTLBNTT@
 )" ' = 5*)/$ ' 6/&$ = $ /  = 3$" . = 3'' .B	 .( '$)& 	= . $,  	@ MKKM@

)0 .B'*.0*.8 ) $)0 .B*/ .5 . . ,.*3$$'$08 *! $((3)*#$/0*# ($' // //( )0 *!
0# $BQR' ''$)"$) 7$)'." (3'0$B )0. 0.$'@0#*'=LTSCND?MTMBMTT@




 8 .#*! = 3'!/ ) 
= #*).*& =  #. = $#0 . @ LTTM@ *' 3'. '*)$)" *! 
/*(0*/00$)BMS .  ,0*. ) *(,.$/*) *! $0/  7,. //$*) ,00 .) 6$0# 0#0 *! 
/*(0*/00$)BLO.  ,0*.$).0.$)@.*0'$=STCMLD?LKMQRBLKMRL@
$' B)"*/#=.)=3'' .=$09 '
=*8=#($0=$.09@MKLN@'$$08*!
0# ,.*'$! .0$*)(.& ./$QR=M=)L$)(*' 3'./3".*3,/*!. /0) .@
. /0) . /. 0=LNRCLD?PRBQR@
$'' . 	= .8(*3/$/ = '*. = *'$) = ,'$)" = .$''$)" @ MKLO@ *'  *! $BQR
.*'$! .0$*)
) 7$)0# // //( )0*!0$ )0/6$0# 3.* )*.$)  *,'/$/ ".$)"
0# 0" *!$/ / @*.'3."@
$930)$=&)$/#$=0) =	*)(=)= &$=#)$= (*0*@MKLM@
7,. //$*) *! *(0*/00$)   ,0*. CD 308, / CBL= M= N= O ) PD $)




=8 =$@MKKN@PB  )'8/$/*!LN=RLP.$)*$03(*./@) .=TR
COD?TNOBTPT@
*.)$ = /'$ = *//$ @ MKKQ@ .*)#$' 08,$' .$)*$ 03(*./@  ($) #*.
.$*5/3."=LSCND?LTLBLTS@
.&'$ 
= ,")*'$ = 3. 0$ = *"*. '$ = *($ @ MKLO@ *B 7,. //$*) *! ) . 0 /0$/
)0$" )/ ) 0*,*$/*( ./  MB',# $) 0.$,'  ) "0$5  . /0 .$)*(/@ 0 	$/0*# (=
LLQCPD?ROKBROQ@
.3($8 = /3 @ MKKQ@ #* / / $) )$('  '' ($0*/$/@ 3.. ,$)  '' $*'= LS
CMD?LTTBMKP@
8'*. = &"3#$ = # ) =  '' 
= 300 .= #*6/ @ LTSN@ *'8(*.,#$ #3()
/*(0*/00$)" ) $/'*0 *)#.*(*/*( N@.*0'$=SKCTD?MQSQBMQST@
G.$ )=# )=#$&6=  =.$""/@MKLK@3)0$00$5 ,.*0 *( )'8/$/*!
,'3.$,*0 )0  ''/ 8 $(// 0""$)" . 5 '/ ,*/0B0.)/.$,0$*)' . "3'0$*) *! ,.*0 $)/
. -3$. !*. ''/ '!B. ) 6'@*' ''.*0 *($/=TCLKD?MMNSBMMPL@
G..*'' = *'$0 = *)$" = #) @ LTTM@ *' 3'. '*)$)" )  7,. //$*) *! 
,$03$0.8/*(0*/00$).  ,0*.6$0#,. ! . )0$'!!$)$08!*./*(0*/00$)BMS@*'#.(*'=
OMCQD?TNTBTOQ@
 ."=	 ''()= .*''=,*00$=.*3,@MKLM@ 3.* )*.$) .*)#$')
0#8($03(*./?'$)$'.0$ 3$ '$) /!*.$")*/$/=0. 0( )0)!*''*6B3,@))
)*'=MN3,,'R?5$$LMKBLMN@
!! .())/ @ MKKO@ )8'*, $ . ! . )  *!(*' 3'. ,#.(*'*"8 ? 6$0# LNQ 0' /@
 .'$)3@@?,.$)" .@
'$/= $*'' 0 = 3// .*6	= , '3( = 8 .#*!@ MKKO@  "3'0$*) ) !3)0$*)*!
/*(0*/00$).  ,0*./@ 3.*# (=STCPD?LKPRBLKTL@




/# .*!!@LTTS@0*,*$/*( ./ /@$*#$($*,#8/0=LOKKCLBND?LBM@
, =))	=3'' .B*.#*.)=*& '.$)&= .)0=$''$#=*#=*& )=
$)$=$  )())@MKKS@.*")*/0$. ' 5) *!)*5 ''//$!$0$*)/8/0 (!*.
3,, ."/0.* )0 .*,). 0$) 3.* )*.$) 03(*./@) .=LLNCMD?MPQBMQP@
,*00$=.* =.$=3).*= #$*)$=#$)' .=3//*'0$@MKKK@*.. '0$5 
$((3)*#$/0*# ($' ) . 5 ./  0.)/.$,0/  ,*'8( ./  #$) . 0$*) )'8/$/ *!
/*(0*/00$) .  ,0*. 08,  M $) ) 3.* )*.$)  03(*./ *! 0#  '3)"@ $") *' 0#*'= T
CLD?ORBPR@
,*00$ = .*  =  ''* = *)"$*5))$ = ''$ = #$)' . = 3//*'0$ @ MKKL@
7,. //$*)*! /*(0*/00$) .  ,0*. 08, /M= N )P $)$*,/$ / ) /3."$' /, $( )/*!
#3() '3)" 03(*3./@*.. '0$*)6$0#,. *, .0$5 *0. *0$ /$)0$".,#8@$.#*6/.#=
ONTCQD?RSRBRTR@
,*00$ = *)"$*5))$ = *')0 = ''$ = )*'!$ = 	 '*  = #$)' .= *'  =
3//*'0$ @ MKKM@ 7,. //$*) *! /*(0*/00$) .  ,0*. 08, / LBP $) SL / / *!
"/0.*$)0 /0$)' ) ,). 0$  )*.$)  03(*./@  *.. '0$5  $((3)*#$/0*# ($' )
. 5 ./ B0.)/.$,0/ ,*'8( ./ #$). 0$*))'8/$/@$.#*6/.#=OOKCPD?OQLBORP@
.& .=& 'B//*6= .$ =	$'0*)=./.(&=*/ ,#=3=# 5$'' =
 $*5$#@MKLO@	$"# . 7,. //$*)*!0*,*$/*( ./ 

',#$/)$) , ) )0(.& .*!
$). /  .$/& *! ) .B/, $!$  0# $) ,0$ )0/ 6$0# ' .  '' . )'  '' .$)*(@ 3.
.*'=QQCPD?TMTBTNP@
0 '@LTTT@*(0*/00$))$0/.  ,0*.!($'8@.*)0 3.* )*.$)*'=MKCND?LPRBLTS@
0 ' =  $#'$) @ LTRS@ *(0*/00$) $) #8,*0#'(3/=  70.#8,*0#'($ .$)= )
, .$,# .'0$//3 /*!0# .0@)*.$)*'*"8=LKMCMD?PMNBPNK@
0 ' = .  )6** = ) 00 =  (#8/#8) = $9)$& 	= .$&)0 @ LTTP@ # 
/*(0*/00$).  ,0*.!($'8@$! $=PRCLND?LMOTBLMQP@
5 '=$=*'$)
@MKLN@8/0 ($0# ., 30$*,0$*)/!*..$)*$@ ($))*'=OK
CLD?SOBTT@
6'$&*6/&$= ' )B3#@MKKO@*(0*/00$))'*"/ B !.*() 6(*' 3' / 0*) 6
,,'$0$*)/@3..,$)#.(*'=OCQD?QKSBQLN@
 '*/$=*.$"3 9=$' =*/$@MKKP@8,$')08,$',3'(*).8.$)*$03(*.
*5 .$")*/  / /(''B '' .$)*( *) $*,/8 /, $( )/?  (%*. ,$0!'' $) 0# 
()" ( )0*!'3)") .,0$ )0/@(3."0#*'=MTCMD?LRTBLSR@
 '*/$=$)$=.5$/=,*00$@MKLO@$BQR)0$" )$)'3)") 3.* )*.$) 03(*./?
3).5 '$)".*' $)'$)$',.0$ @#*.)*'=TCND?MRNBMSO@
 '*/$ = ,*00$ = $)$ = ., @ MKLO@ ).5 '$)" 3(*. .$)" )  )*($
)/, $)3)" 3.* )*.$) 3(*./@)*.0#*'@




 '*/$=*')0 =,*00$=*)9*")$=/3''*=$' @MKKQ@ ,0$ .  ,0*./ $)
) 3.* )*.$) 03(*./*!0# '3)"/,*0 )0$'0**'/!*..$*)3'$ $")*/$/)0# .,8@
3' *'
("$)"=PKCOD?MRMBMSR@
 '*/$=.. /#$=599=.9$)*=*//$=,*00$@MKLP@."  ''.$)*(
*! 0#  '3)"?  03(*. $) / .# *! ) 30#*.@  '$)$''8 *.$ )0  .$0$' . ,,.$/'@ 3)"
) .=SRCND?MMQBMNL@
 '*/$ = /$)$ = ."" 00 = /0*.$)* = 
))3$ = $/*)) 35  = ..$"*)$ =  
)9*)$ = . /*' = $'  @ MKKN@ 
) , ) )0 5'3  *! !/$) $((3)*. 0$5$08 !*.
,. $0$)"'8(,#)* ( 0/0/ /$)08,$')08,$',3'(*).8.$)*$/@3)") .=
OMCMD?MKNBMLN@
 0.*)9&$='*09 .=.30= 0 ./@MKKR@*'*B'$& &$)/ L0.$"" ./0# $)$0$0$*)*!
80*&$) /$/ $) #3()  ''/ 8 ,.*(*0$)" . .3$0( )0 *! 0#  #* 0M 0* 0#   )0.'
/,$)' @ 5 ''=LMCPD?RLNBRMP@
#)= ."=#*$=	..$/*)	=.@=	//)=0.*/ ."=. ))$)"=*#=
*'0 .$)" = ,' / = *.0# ( .$)  3.* )*.$)  3(*. @ MKLK@ 
*)/ )/3/ "3$ '$)  !*. 0#  $")*/$/ ) ()" ( )0 *! ) 3.* )*.$)  03(*./? 6 ''B
$!! . )0$0 ) 3.* )*.$) 03(*./*!0# 0#*.7C$)'3 /'3)")0#8(3/D@). /=NT
CQD?RSOBRTS@
'$.#*,*3'*3='*" ./=.*) )6 00=$.09=' !0# .&$=0$/00*3=**/
=*3,*/=*'8#.*)$*3=*"/	=()0/=#.$/0**3'*3=&0/*.$/=5'$$/
= 0/$ /=*3)09$'/@MKLN@.*")*/0$/$")$!$) *!L( 7,. //$*)$)
#$"#B.$/& .'8. /0) .?/038$),.$(.803(*./*!. /0) .,0$ )0/,.0$$,0$)"
$).)*($9 	 '' )$**, .0$5 )*'*"8.*3,0.$'@) .# (*0# .#.(*'=RL
CLD?MOPBMPP@
'+&$)" . = $  )()) @ MKKR@ . 0( )0 *! "/0.* )0 .*,). 0$ ) 3.* )*.$) 
03(*./@$.#*6/.#=OPL3,,'L?RLBSK@
*0 (/&$='3$ ))$&= ). &=3/$)/&=3$&= /$*) &B3,)$&=0'=
*. & @ MKKQ@ $BQR  7,. //$*) $) *, .'  . /0 ) .?  *(,.0$5  /038 *!
$((3)*/0$)$)"). 'B0$( B//8@0#*' /.0=MKMCRD?OTLBOTP@
.8.*' = *.)5'' 	= 300 = $ 0 @ LTSK@ B0 .($)''8  70 )  /*(0*/00$)? 0# 
,.$(.8/0.303. *!/*(0*/00$)BMS@ 00=LKTCLD?PPBPS@
('$)"( = 	,, ' = $ " '3 . @ MKLP@ ,*/$G/ /.*(B//*$0  # ., /5$.3/
($.*/. ,. //. &,*$)0'3/0 .. "$*),.*0 $) 7,. //$*)= )#) L0$5$08=)
$). / $)5$0.*)"$*" ) /$/@$.*'=STCSD?OMOTBOMQL@
0#  /# = *( 9 = .$8 =  .( = *5/ = $)" = .*6) 	= &#()*5 =
0 # )/ = ,@ MKLM@  )0.'/,$)'$) ) ',#B0 )$) . "3'0 #* /$")''$)" 0 0# 
 ,$0# '$'9*)3'# . )/@0 ''$*'=LOCSD?SLSBSMS@
 $/$) = ''
@LTTP@*' 3'.$*'*"8*!/*(0*/00$).  ,0*./@)*. 5=LQCOD?OMRB
OOM@




 3$=/ .=# .=$//3 @MKKL@*(0*/00$).  ,0*.//0LB//0P 7,. //$*)$)
)*.(')) *,'/0$#3()0$//3 /3/$)".  ,0*.30*.$*".,#86$0#/308, B/ ' 0$5 
'$")/@3.3' =MSCRD?SNQBSOQ@
 3$ = ,, ' . = / . = $//3  = 	$,&$) = #*).3)) @ LTTS@

((3)*#$/0*# ($' '*'$90$*) *! /*(0*/00$) .  ,0*./ //0M $) #3() 03(*./@ ( 
0#*'=LPNCLD?MNNBMOP@
 3$ =  .# = / . =   ./ = * . #0 = $//3  @ MKKK@ /*0$5 
$)0 /0$)', ,0$ A,$03$0.8 )8'0 8'/ B0$50$)", ,0$ .  ,0*./308, /$)#3()
03(*./)0# $.0$//3 /*!*.$"$)@) . /=QKCLLD?NLKPBNLLM@
 3$ = #. =/ . = )" . = 	 ,, ' . = #($00 =& 	@ MKKK@ !!$)$08
,.*!$' / !*. #3() /*(0*/00$) .  ,0*. /308, / LBP *! /*(0*/00$) .$*0. ./
/ ' 0 !*./$)0$".,#$).$*0# ., 30$3/ @3.3' =MRCND?MRNBMSM@
$$=)0*)399*=''$=.')$)$= . "#$)$=*)$=*) ''=*/=*)0 
@ MKKK@ *)"B0$)"  ,*0 '). *0$  $) 0#  0. 0( )0 *! ,0$ )0/ 6$0# 5) 
) 3.* )*.$) 03(*./@('$))*'=MNCOD?OLMBOLP@
$#./B8'*.=6$)"/=8) /=$'' 8=''$/=.(/0.*)"= . =5 @MKLP@
#  // //( )0 *! $BQR /  ,.*")*/0$ (.& . $) ) 3.* )*.$)  03(*3./?  /8/0 (0$
. 5$ 6)( 0B)'8/$/@'$)0#*'@
$"#$ = *')0 = 5"'$*)  = $''  = )$ '  = )"3/0$ = 
)9)$ =  '*/$ = $)$ =
,*00$@MKLK@*(0*/00$).  ,0*.0$//3 $/0.$30$*)$)'3)") 3.* )*.$) 03(*3./?
'$)$*,0#*'*"$ ) $((3)*#$/0*# ($' /038 *! MLS G'$)$''8 "". //$5 G / /@ ))
)*'=MLCND?POSBPPP@
$%5 = $'.= .$'' .= .) 
=  "*5)$&=*/)$&=*.*/ @ MKLL@ 7,. //$*)/*!
0*,*$/*( ./  

',# )  $) ( 0/00$  ''/ .  //*$0  6$0# *5 .'' /3.5$5' $)
/('' '''3)") .,0$ )0/@0#*')*' /=LRCND?QTLBQTQ@
$)$=' ./8= 
)9)$= '' ".=(,*''$)$=.$99*)$=(,)$)$=.*"))$=
 /=' 00=.)*) =$"#$=3/=,""$.$=$/ *=$' =*')0 =
,*00$= '*/$@MKLO@.$)"0# ) 3.* )*.$) 03(*./*!0# '3)"?) 5$ ) B/ 
,.*,*/'@)*. '0) .=MLCLD?LBLQ@
*# 5$''  = )"  = 3(. = /$ = 0 ' = 0 ' @ MKKK@ 308, / *! 0# 
/*(0*/00$) .  ,0*. // ('  / !3)0$*)' #*(*B ) # 0 .*$( ./@  $*' # (= MRP
CLLD?RSQMBRSQT@
*/08 = # !! . = /!.$. = 0.)/&8 = /!.$. 
=  0 . =   . (*37 =   
*# !*.$ . = '(*)=*.5' = #$ .8 = *303.$ . = 5)8$ =*()8 = /0. B
.3 @ MKKP@ 
 )0$!$0$*) *!  ,.*'$! .0$*) " )  '3/0 . //*$0  6$0# 	 QAR
 7,. //$*) ' 5 ')5$.' '* $) $)5/$5  .5$'.$)*(@)*" ) =MO CORD?RKTOB
RLKO@




3$)=%)$=#$.( .= )**&=3&*6/&$=*(($ .='09=)*)=)0#*)8
@ LTTT@ 0. *0$   00  '*)"B0$)" !*.(3'0$*) 5 ./3/ *, )B' ' /330) *3/
*0. *0$  00 $)('$"))0.$)*$/8).*( @'$))*'=LRCMD?QKKBQKQ@
3"" =//)=' ( )0 =$99.$=$*( ''$= )) ''$= /*'$= "0= 
@ MKKS@ .*)#*,3'(*).8 .$)*$? ,# )*08,  ) '*)"B0 .( *30*(  $)  /$)"' B
$)/0$030$*)/ .$ /*!
0'$),0$ )0/@'$)) . /=LOCLD?LOTBLPO@
$"3/=)&=*#.$=#$=#$(3.=$0%$(=*)*=&3"6=*$8(=

)*3 =3/3)*&$@MKLP@'$)$'/$")$!$) *!L 7,. //$*)00# $)5/$5 !.*)0*!
"/0.$) .@/0.$) .=LSCLD?SOBTM@
)9B*. )*= =#)=0 ./*)	=..=$)) .=#$=./#''@MKKS@
0$50$*))$)0$50$*)*)0.*','/0$$08*!03(*. ''(*5 ( )0@ ''=LNPCND?PLKBPMN@
8 "=8 "=3(=3'&.)$	=. // '0= . 
=3)9 =)" . =	*./#=
*)) 0@MKLO@E3'(*).8) 3.* )*.$) ) *,'/(/F@) 3(*'*"$ =QSCRD?OPQBORR@
#'30 .=3#.*6=*#' ) ."= & .	= 8='	= . /@LTTN@#  ''
,.*'$! .0$*)B//*$0  )0$" ) *! )0$*8 $BQR?  5 .8 '." = 3$-3$0*3/ )3' . ,.*0 $)
6$0# )3( .*3/ . , 0   ' ( )0/= . ,. / )0$)"  ) 6 &$) *!  '' 8' B($)0$)$)"
,.*0 $)/@ ''$*'=LMNCND?PLNBPMM@
#($	@ MKKS@ /$. *0$  CMNKD?  5 '*,( )0=( #)$/( *! 0$*) ) ,*0 )0$'
,,'$0$*)/@*' '')*.$)*'=MSQCLBMD?QTBRO@
#($	= ( .0$)$ = 5)3"0		=.9"#$B$)3*= #! . =	$'' ).)= $' .
=3!())=3$!*.*@MKLM@*)*'*)')0$*$ /"$)/00# #3()/*(0*/00$)
.  ,0*. /308, / LBP?  5 '*,( )0 ) $((3)*#$/0*# ($' ,,'$0$*) $)
) 3.* )*.$) 03(*./@ 3.* )*.$)*'*"8=TPCND?MNMBMOR@
#) ' = 3)& . @ MKLP@ E3'(*).8 ) 3.* )*.$)  03(*./ $) 0#  ) 6 	 MKLP
'//$!$0$*)?0.0*!. &$)") 6".*3)/<F@0#*'*" =NQCND?MSNBMTM@
#* !!' . =  ." . @ MKKP@   )0 5) / $) 3) ./0)$)" /0.303. B!3)0$*)
. '0$*)/#$,/ $) 0#  08,  

 0*,*$/*( ./ ( #)$/(@ $*# ( * .)/= NN C0 QD?LOQPB
LORK@
#*'9 ) =  . / @ MKKK@ #  $BQR ,.*0 $)? !.*( 0#  &)*6) ) 0#  3)&)*6)@   ''
#8/$*'=LSMCND?NLLBNMM@
'!)$ = .)"#$ = $ *((/* = *.$=  /0.* = $(// = $*.)* = #$0$ =
*)''$ = )0*.* @ MKLL@  0 0$*) *! /*(0*/00$) .  ,0*. /308, / M ) P 8
/*(0*/00$) .  ,0*. /$)0$".,#8 ) $((3)*#$/0*# ($/0.8? '$)$' $(,'$0$*)/ $) 0# 
$")*/0$) 0# ., 30$()" ( )0*!"/0.* )0 .*,). 0$) 3.* )*.$)  03(*./@
3(*.$=TRCPD?QMKBQMS@
 *'= )0.8=/# .*!!= 3()@MKLN@#$.'$/.$($)0$*))6.$0# B , ) )0
. '70$*)( #)$/(*!#3()0*,*$/*( ./ 

',#@$*'# (=MSSCLTD?LNQTPBLNRKN@




 . ")$= ...$=% 00=.0$) 00$=*(.$ .$@MKKL@'$)$'/$")$!$) *!'**
#.*(*".)$)( /3. ( )0$)) 3.* )*.$) 03(*3./@)))*'=LM3,,'M?QTBRM@
#$=	3=	3=$=$)=	)@MKLP@$/,'0$)*($) 6$0#$.$)*0 )*. 0*,*/$ !*.
3)0. 0  70 )/$5 B/0" /('' '''3)") .?(3'0$ )0 ..)*($9 *)0.*'' '$)$'
0.$'@#*.) .=QCQD?RSPBRTL@
$$-3$@MKLK@3'(*).8) 3.* )*.$) ) *,'/(/?. 5$ 6*!'$)$*,0#*'*"$)
80*'*"$! 03. /@$")80*,0#*'=NSCSD?QKRBQLR@
$'5=)".00$=.*00=	"= .. $.=  /= . $.B$(='$5 $.@
MKLP@ 7,. //$*) *! /*(0*/00$) .  ,0*./ CLBPD $) ( )$)"$*(/ ) $0/
'$)$*,0#*'*"$'/$")$!$) @
)0'$)7,0#*'=SCLKD?LNLSPBLNLTM@
$)"# = 	'' 0 = *6/ '' = 6 	@ MKLO@ .$$'$08 *! $QR ' '$)" $) 7 $) (3'0$,' 
) 3.* )*.$)  03(*./ /, $( )/ *5 . 0#  *3./  *! 0#  $/ / @ 3.  3." )*'= OK
CLLD?LPLRBLPMM@
&.'*/=#.$/0**3'*3='*" ./=' !0# .&$=**/=0$/00*3='5)$/=
9$=$(*0# *3=.*) )6 00=$.09=*/0*,*3'*/
= ' 5)0*3=*30/ '$)$=
,/,$.*3
=,$($0.$*3= 0/$ /=*"/	=.5)0$)*/=5'$$/=.,)0*)$
=&.'*/=*3)09$'/@MKLM@.$,' B) "0$5 ,# )*08, $/*!5 ./ ,.*")*/0$5'3 $)
,0$ )0/0. 0 6$0#*/ B )/ / -3 )0$'%35)0# (*0# .,8?0.)/'0$*)'. / .#




0.$'@) .# (*0# .#.(*'=QTCMD?PNNBPOQ@
&*5=	*'(=.. * =&*5= '' (".@MKLK@L)$QR$)/('' '''3)"
.$)*()*0# .) 3.* )*.$) 03(*./*!0# '3)"?$/0.$30$*))$(,0*)/3.5$5'@
#*.)*'=PCOD?OPNBOPT@
0# '@LTTL@$")*/$/=/0"$)"=),.*")*/0$!0*./*!/('' '''3)") .@3..,$)
)*'=NCMD?NKQBNLL@
6.0/=( & ./=,  '@MKLM@*' 3'.) ''3'.$*'*"8*!) 3.* )*.$) 
'3)" 03(*./?  5$ )  !*. / ,.0  $*'*"$'  )0$0$ /@ $*#$($*,#8/0= LSMQ CMD?MPPB
MRL@
6.0/= 5) 38' )=  )&& .= 5)*/0 .#*30= #3))$// ) = *')0 =
$)" ()/=# '0$)"=**0/(=*36 '/	=5) )*.) =( & ./=
,  '@MKLO@ 
)0 .*/ .5 .5.$$'$08 !*. 0# 	'//$!$0$*)*!,3'(*).8.$)*$/@
(3."0#*'=NSCLKD?LOMTBLONQ@
8#.3$) = "3.$ = &#/#$ = 
/*  = 3%$6. = (&$* @ LTTS@ $!! . )0$'




 0" ) / 06  )/('' ''))*)B/(''
 '''3)") .@,)) . /=STCSD?SPPBSQL@
'=$// .@MKKO@,$ ($*'*"8*!) 3.* )*.$)  03(*3./@ 3.* )*.$)*'*"8=SK
3,,'L?NBR@




&&$=. )9=*/0)9*= 0.*)9&$@MKKS@*'*B'$& &$)/ L. # / 8*)($0*/$/BB
80*&$) /$/=(" . /,*)/ =) 5 '*,( )0@3..,$) ''$*'=MKCQD?QPKBQQK@
& $	=/(3.	= /#$(=393&$=*)*	=$&$=(=/3#$8=0/3)*@
MKKM@ ."   '' ) 3.* )*.$)  .$)*(*! 0#  '3)"?  '$)$*,0#*'*"$ /038*!  $"#08B




#$)*/ @MKLP@*' *!/3."$'. / 0$*)!*.,0$ )0/6$0#'$($0 
$/ / B/('' '''3)") .@3)") .=SSCLD?PMBPQ@
'( =
5)*!!=	""'3)=)  .5 )=
5)*!!=3)-5$/0@MKKL@*(0*/00$)
.  ,0*. CD  7,. //$*) ) !3)0$*) $) )*.(' ) ' 3& ($ B ''/@ 5$ )  !*.




/*(0*/00$) .  ,0*. /308, / $) #3()? ) $((3)*#$/0*# ($' /038@ )*. = PM
CPD?QKPBQLL@
3, )*0=	., .=G*))*.@MKKN@# #.*(*".)$)B/ . 0*".)$)!($'8@)"'
 =NOSCLMD?LLNOBLLOT@
*&38/3	= &"3#$ = 
/*6= 
93($	= & =$3.	= #$($93 @ MKLL@ ."   ''
) 3.* )*.$)  .$)*( .$/$)" !.*( 0#  ' !0($) .*)#3/@ 
)0 .) = PK CLSD?MKKNB
MKKQ@
*3(,)&$/ = ,'$) @ MKLN@ ,0  *) 0#  .*'  *! /*(0*/00$) )'*"/ !*. 0# 
0. 0( )0*!,0$ )0/6$0#"/0.* )0 .*,). 0$) 3.* )*.$) 03(*./@ ($))*'=OK
CLD?PQBQS@
*3. =*./ 3$'=*.$)=$((*)/=  "*3= $ ' =*)@LTTS@"=
) 6#3()/ B0$50$)",.*0 $)!*.)OM/$($'.0*.*/*,#$'.*03)
" ) ,.*30=$/ 7,. // $)(' " .( ''/@$*'# (=MRNCLLD?QKLTBQKMN@
.5$/@MKLK@5) /$)) 3.* )*.$) '3)"03(*./@)))*'=ML3,,'R?5$$QPBRL@
.5$/=3/#='$  .='&=' ($)"='=*//@LTTS@3.5$5')'8/$/




=*.)@MKLM@$!! . )0$' 7,. //$*)*!/*(0*/00$).  ,0*./LBP$)
) 3.* )*.$) .$)*(*!0# '3)"@0#*' /.0=MKSCSD?ORKBORO@
/30=$3='#*.=$/03=

=*.)@MKLL@/$)"0# ($0*/$/B/, $!$(.& .)0$B
,#*/,#*#$/0*)  	N 0* // // ($0*/$/ $) ,3'(*).8 ) 3.* )*.$)  .$)*(/@ (  '$)
0#*'=LNQCMD?MPMBMPT@
/30/3($ = &)* 	= 
#$&6 = *8/#$ = *$&  @ LTTR@ 7,. //$*) *! /*(0*/00$)
.  ,0*./308, M($)#3()'8(,#*$ ''/@ ''
((3)*'=LSLCLD?OOBOT@




)" .=  . ."=#3'9= " .=))= 0 ./ ))@MKLM@$!! . )0$' 7,. //$*)
*! /*(0*/00$) .  ,0*./308, LBP,.*0 $)/ $))3( .*3/#3())*.(' 0$//3 /@7,'$)
)*.$)*'$ 0 /=LMKCSD?OSMBOST@
5).$# (=	*!')=  ' ./= .0$)*=5)* 0/5 '=5)$%&	= 
.$%" . = ,.$%B**$%= )// ) =  	 . .@ MKLN@ #.*(*".)$)= $BQR $) 7
) 
B. '0  " ) / $) ,0$ )0/6$0# ) 3.* )*.$)  03(*./@ )*. *)) 0= M COD?LRMB
LRR@
)   ) =3 5'$ " = ' =!! .#3/= ( ./ = ) '0#38/ )@ MKKM@
'//$!$0$*) *! '*6B".  ) 3.* )*.$)  03(*./ *! ($"30 ) 3)&)*6) *.$"$)@ 	3(
0#*'=NNCLLD?LLMQBLLNM@
5)// )=. ))$)"=&& .	= 	 . .=5)& )=6 && **(@MKKR@
 ,0$  .  ,0*. .$*)3'$  0# .,8 6$0# LRR3B*0. *00  $) ,0$ )0/ 6$0# !*. "30
.$)*$ 03(*3./ *! .*)#$'= "/0.$ ) 0#8($ *.$"$)@ 3.  3' *' 
("$)"= NO
CSD?LMLTBLMMR@
5)	* &=	*!') =   $%&  = 5)  .5  ) 	=   .$%" . = 5) * 0/5 ' =
( .0/ = 5)  .  '8 =   	 . .=   ' ./ @ MKKT@ !! 0/ *! /*(0*/00$)
)'*"/*)".*60##*.(*) B. ' /$)"#*.(*) / . 0$)".*)#$'.$)*$=$)5$5*)$)
5$0.*/03$ /@'$))*.$)*' 0=TOCMD?OMSBONN@
5)  '0#38/ ) = .* ) = ) ./ = .$)/ = 5)  . **.0 = *./  @ MKLO@
 '$$'$08 *! ,.*'$! .0$*) // //( )0 8 $BQR  7,. //$*) $) ) 3.* )*.$)  ) *,'/(/?
 8 ''$)"*.$(" )'8/$/< 3.* )*.$)*'*"8=LKKCOD?MSSBMTM@
5) '0#38/ )=.* )=5) .**.0=5) *'= // '.=*./ @MKLO@
.$)" *! ) 3.* )*.$)  ) *,'/(/? ($0*/ / ) $BQR .  *0#  // )0$'@
 3.* )*.$)*'*"8=LKKCMBND?MMLBMMR@
$ .0$ = ,*00$ = *) =  ')* = $'*//* = 3//*'0$ @ LTTR@ '3  *! $BQR
$((3)*/0$)$)"$),. *, .0$5 $*,/$ /*!.$)*(/*!0# '3)"@	3(0#*'=MSCMD?LSTB
LTM@
*')0 =*//=''$=.)0=."'$=3$*'$=,*00$@MKKS@*(0*/00$)=
*.0$/00$))0# $..  ,0*./$)03(*3./@*' '')*.$)*'=MSQCLBMD?MLTBMMT@
*')0 =.$99$=""$)*=*/=,
= .. .*=)/3 0*=$"#$=.)$)$
=, ''= */=*"'$*00$=*'*=,*00$@MKKR@*(0*/00$).  ,0*.08, M
$((3)*#$/0*# ($/0.8 $) ) 3.* )*.$)  03(*./?  ,.*,*/' *! /*.$)" /8/0 ( *.. '0 
6$0#/*(0*/00$).  ,0*./$)0$".,#8@*0#*'=MKCLLD?LLRMBLLSM@
'0/=
) /=.# 5/&8@MKLM@$($0 .*' *!$BQR,.*'$! .0$5 $) 7$),. $0$)"
*5 .''/#*.0B0 .(/3.5$5' $),0$ )0/6$0#08,$')08,$',3'(*).8.$)*$03(*./@
*0#*'=MPCTD?LMPSBLMQO@
)"	= # )= $3 = #*= #$ =3= #3= #3		= *)" @ MKLO@ .*")*/0$
$(,0 *! "/0.*$)0 /0$)' '  $)" )  7,. //$*) *!  ) $BQR *) ,.$(.8
"/0.*$)0 /0$)'/0.*('03(*./@*.'3.")*'=LMCLD?ST@




)" = *$ = 	3$ @ MKLL@ ,. "3'0$*) *!  / B0$50$)" ,.*0 $) L $/
/$")$!$)0'8 //*$0  6$0# 0#   .'8 . 3.. )  *! #3() # ,0* ''3'. .$)*(@ '$)
) . /=LRCLSD?QKOKBQKPL@
.. ) 	=  . = *3' @ LTST@  3.* )*.$)  ) *,'/(/ *! 0#  '3)"@ 
'$)$*,0#*'*"$3,0 @#*..$*5/3."=TSCND?NMLBNNM@
.0# = $)& = $// ' .B&#*!! = *)$"& =  '' . = 00 = $ & . = $)) = * . =
*'0 .()) = $'' ).*& =  $# .0 = 3'(*).8 0#*'*"8 *.&$)" .*3, *! 0# 
 .() *$ 08 *! @ MKLN@ 
)0 .*/ .5 . ".  ( )0 *! ,.*'$! .0$*) $) 7 C$BQRD
*30, .!*.(/($0*0$*3)0$),3'(*).8.$)*$/@$.#*6/.#=OQMCPD?PKRBPLN@
 & & . =  6$/ 
= ' .0 = #($ 	= 	*8 . = .3)/ @ MKKN@ ,,*.03)$0$ / $)
/*(0*/00$). / .#?$*'*"$'=# ($')0# ., 30$/, 0/@0 5.3"$/*5=M
CLMD?TTTBLKLR@
$''$(/=)' .@LTQN@# '//$!$0$*)*!.$)*$03(*3./@) 0=LCRMRPD?MNSB
MNT@
$0#*!! = ($0 =   ./( = 5)  )  ." = $(( .B*//# 	= *& = */0(3/ =
3' . 	=   .$ / = 38/ 	@ LTTO@ 3)0$00$*) *!  0*,*$/*( ./  

 ',#
( // )" ..$*)3' $$ ' 5 '/ $)/('' '' '3)") . '' '$) )06*.3". /$/0)0
/3'$) / 3/$)"  ,*'8( ./  #$) . 0$*)B$  0.)/.$,0 0$0.0$*) //8@  
)5 /0= RL
CLD?QLBQQ@
*'! =&&$= 0.*)9&$='*09 .@MKKT@*'*B'$& &$)/ L$. 0/// ('8*!0# 
	/8&BO #*A0M #* *(,' 7 0* $)$0$0  ' 5"  !3..*6 !*.(0$*)@ * $*'= R
CPD? LKKKLLK@
*'$) @ MKLM@ #   7,)$)" .*'  *! /*(0*/00$) )'*"/ $) 0#  ()" ( )0 *!
) 3.* )*.$) 03(*./@/0.*$)0 /0) . /=PCPD?LQLBLQS@
3=$=*)"=)"=$3=3	=3)=*)"=$@MKLO@,*,0*/$/)
QR$) 7
*.. '0 6$0#,. *, .0$5 # (*0# .,8 !!$8) 00 .,. $00# /3.5$5'*!"/0.$
) .,0$ )0/6$0#*($) 0# .,8@) .# (*0# .#.(*'=RNCPD?SSPBSTN@
3= =	*.)"@MKLO@/ B0$50$)",.*0 $)L$)0 .0/6$0## ,0$0$/5$.3/
,*'8( ./ P0*. "3'0 5$.'. ,'$0$*)@$*# ($*,#8/ /*((3)=OPOCLD?LTBMO@
8( )"=.$&//*)='( '
= */ )=)30/ (=$// 	='$(&$=
 )/0.3,= .$ /= ."@LTTT@!!$8)/! 08*!,.*'*)" B. ' / '). *0$ $)
,0$ )0/6$0#"/0.*$)0 /0$)') 3.* )*.$) 03(*./)#*.(*) B. '0 /8(,0*(/@'$)
)*'=LRCOD?LLLL@
3=#)"=$=$=$3=)"==3=$)=)	=)"	@MKLP@L=
N= M= LTL= MQ? $!! . )   06  ) ( ) ,.*0 $)  7,. //$*) $)
,. $0$)",.*")*/$/*!. /0) .,0$ )0/@)*' ,=NOCOD?LSSNBLSTO@






#.=3*0="$(*0*= $)*= $)*= ''
= $)*@
LTTM@ *(0*/00$) .  ,0*./= )  7,)$)" " )  !($'8? '*)$)" ) !3)0$*)'
#.0 .$90$*) *! #3() N=  ,.*0 $) *3,'  0*  )8'8' 8'/ @*' )*.$)*'= Q
CLMD?MLNQBMLOM@
(9&$=3.$/3=& )6@MKKT@
)5*'5 ( )0*!)#*/$")'$)"$)) . ''
(*0$'$08$)N/3/0.0 /@)*" ) =MSCLND?LPRKBLPSN@
)" = #3 = $*3 	= #)" = # ) = $ 	@ MKLN@  *&0$' *!M ) M=
,LQ
O)$BQR/$*(.& ./!*.0# $(,.*5 $")*/$/*! .5$'$)0. ,$0# '$'' /$*)@
*'0#*'=QOCLD?MLBMR@
*=	//)=#)="*#*8= .8=. /=''=' ($)"=30# 8=
/#$ = 5)/ @ MKKS@ )  #3).  8 ./ !0 . H.$)*$H?  ,$ ($*'*"8 *! )
,.*")*/0$ !0*./ !*. ) 3.* )*.$)  03(*./ $) NP=SMP / / $) 0#  )$0  00 /@  '$)
)*'=MQCLSD?NKQNBNKRM@
 #=3)"=$	=	/$ #= )		=3=#)"	=# )=* =# )@
MKLP@,,*/$)",.*")*/0$.*' /*!)3' .)80*,'/($L 7,. //$*)$)*'*. 0'
) .,0$ )0/@	3(0#*'@
3)=3=)"=#)"=3)=3)@MKLQ@$BQR 7,. //$*)$)'3($)'08, . /0
) . ) $0/ //*$0$*)6$0# 0#  '$)$*,0#*'*"8*! 0#  ) .@)*'  00= LL CND?MLKLB
MLKP@
 ' = 8'*. = &"3#$ =  '' 
= #*6/ @ LTSN@ 	$"#B. /*'30$*) #.*(*/*('
'*'$90$*) *! #3() " ) / !*. (8'/ = ,.**,$*( ')**.0$)= /*(0*/00$)= )  
!."( )0CNLD8$)/$03#8.$$90$*)@.*0'$=SKCMMD?QTNMBQTNQ@
# '=.8/=	 ., '=0 )9$)" .=* ,, .0=#$.(# .=	*!!())	=#) '
=.0#@MKLM@# )*08,$)"*!,3'(*).8.$)*$/)$BQRB/ ".$)",,.*#@
$.#*6/.#=OQKCND?MTTBNKS@
.*"*3'$$/ = ' !0# .$*3 = *)0&$*0$/ =  ./$(*3 = .*"*3'$$/ = ,.)$/ 
=
'&0$*3=&&/=*09()$B/..&*3=.09/@MKLM@*)"0$)"/*(0*/00$)
)'*"3 /$)*($)0$*)0*)0$) *,'/0$" )0/$)0# 0. 0( )0*!/('' '' '3)") .
,0$ )0/@3)") .=RQCLD?SOBSS@
0 ''$=!! $=$$)=.0$)$= =3 ''*=."300$=3'' .=$*'*=
 "'$  .0$ @ MKKP@ *(0*/00$) )'*"/ $) 5$0.*  !! 0/ $)  ".*60# #*.(*) B. ' /$)"
#*.(*) B/ . 0$)".*)#$'.$)*$@'$))*.$)*' 0=TKCOD?MLKOBMLKT@
#)"=$	=3=# )= )"=3= =*)"=*)"=*)"@MKLP@LB
.$5 ) !*' # /$*) !*.(0$*) ,.*(*0 / ( ')*( 0.)/ )*0# '$' ($".0$*) 0#.*3"#
( $0$)"# . )/%3)0$*)$/// ('8@$*# ($*,#8/ /*((3)=OPTCLD?LBT@
# )"=00$)" .=' &$@MKLN@0$'$08*!0# -3)0$00$5 $BQR,.*'$! .0$*)$) 7)
PQ 0*" 0# . $) 0#  80*'*"$ $")*/$/ *! /(''  '' '3)" .$)*( ) *0# . '3)"
) 3.* )*.$) 03(*./@080*'=PRCND?MSLBMTK@




# .)*/ &*5=$'*/*!*5=3(=/#*!!=$#'	=9/#=#)= )) 6 $)=


























































		 # &        & & & & &
 	 $$   $      &  $# # $ & %$
  
		 %    &  #   "!"  "%" & %&   &
! 
		 #$$   %       $  !"# & &  
" 
		 #&!   % $         #! & &  !"
# 
		 #""        &# & & & &
$ 
		 #"   %         
% 	 "&      !  & & & & &
& 
		 $#!       $  ! $ & & &  &
 
		 "#$            
 
		 %   $ %   $ &  !&# & "#  !
 	    	 ! &  #  & & & & &
  
		 #%$   %      !$"  "#" & &  &%
! 	 #   #    "     
" 	 $%#   ! &      #  !# & &  $#
# 
		 $   #          
$ 
		 "!   $    $     
% 
		 "         & & & &  $"
& 
		 "    #    # & & & & &
 
		 #%$        # $# & & #  &
 	 "    #    !     
 
		 #       #  & & & &   
  
		 #%$        & & & & &
! 
		 !%%        & & & & &
" 
		 "$   $    #  & &  "# &$ 
# 	 "!"             !" & &  $
$ 
		 #&"   %      & " !%& & & &!#
% 
		 #  	 !    #  #  & &  &$   
& 	 !   	       &  !& &  !#  %!
  	 #"    $          
  
		 $"#   %      & &  $# & "
  
		 $%   $      &$ & & & #&
   
		 &#  	 %    "     
 ! 	 #           !   #" & & %! 
 " 	 !!&  	   !  # #     
 # 	 $&  	 $ #       $$ & $" !&
 $ 	 $        & & & & &
 % 	 $#!   # &   %     
 & 	 ""    $    &  !$  & & !
! 
		 !#   !    "   &  ""# & &   %
! 
		 !!&         !  !&" & & & $ 
! 
		 #$#   $    #     
!  	 $"#   !        $! "%% &    $# 
!! 	 !%     !   & & & &  #$
!" 	 #"   " #        














/2  /2$/  ! , + + + , .+$.. --$02 ,4$++ .,$/4 .+$30
/3  11$-   . ,- - + 2 & & & & &
/4  1-$,  ! + + + + + & & & & &
0+  04$/   . + + + 0 & & & & &
0,  11$,  ! 3 + , + 3 & & & & &
0-  21$.  ! 0 3 + + 4 .-$2. .0$0/ ,4$++ ,4$++ -3$4/
0.  ,3$-  ! - 4 + + , ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++
0/  0,$-  ! 4 3 - - ,- ..$/1 ..$,4 ,4$++ -4$44 -4$.0
00  10$,  ! - , + + , .+$,3 .,$11 ,4$++ -2$30 -2$/0
01  1-$,  ! + - + + . ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ -/$,2
02  02$3 	 ! + , + - 3 ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++
03  1.$. 	 ! + 3 & + , ,4$++ ..$01 ,4$++ .+$2- -/$2/
04  10$. 	  + 1 + + + ,4$++ -3$2. ,4$++ ,4$++ -3$2,
1+  01$/ 	  + ,- + + , & & & & &
1,  14$0 	  0 0 + / + ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++
1-  23$3 	 ! - ,- + / + ,4$++ .3$,- ,4$++ -/$34 ,4$++
1.  11$4 	 ! + + + + + & & & & &
1/  10$. 	 ! , 1 + + + ,4$++ ..$42 ,4$++ ,4$++ .-$3-
10  1/$2 	  + + + + + ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ -2$,1
11  /1$4 	  , 0 + + + -4$0- ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++
12  14$, 	  + + & / + & & & & &
13  0,$+ 	 ! + + + + . ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ .-$-1
14  1+$2 	  + . + + + & & & & &
2+  0/$2 	 ! , , + + + & & & & &
2,  24$1 	 ! + + + 3 + & & & & &
2-  0.$- 	 ! - + + . ,+ & & & & &
2.  03$4 	  . , + + 0 & & & & &
2/  0+$1 	 ! , 4 + + , & & & & &
20  1+$- 	 ! , 1 + / + ,4$++ ..$0- ,4$++ ,4$++ ,4$++
21  0/$+ 	 ! + - / + , & & & & &
22  2,$. 	 ! . + , + 0 ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++
23  0/$- 	 ! , , + + + ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++
24  20$2 	 ! / ,+ , - 1 ,4$++ ./$42 ,4$++ ,4$++ -4$0/
3+  1-$, 	 ! - , + + + ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++
3,  /2$. 	 ! - , + + ,+ ,4$++ .,$1. ,4$++ .+$1+ -.$01
3-  /4$. 	 ! , ,- + + - ,4$++ .0$,4 ,4$++ -/$/1 -3$01
3.  /.$/ 	  1 + + + ,+ & & & & &
3/  00$- 	 ! - - . + ,+ & & & & &
30  14$+ 	 ! , / / + , ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++ ,4$++
31  1,$+ 	 ! - / + + + ,4$++ ..$+- ,4$++ ,4$++ .+$+1
32  13$4 	 ! , ,, , , . & & & & &
33  0+$3 	 ! 0 + , , 3 & & & & &
4+  /4$0 	 ! + ,+ + + + ,4$++ ./$1+ ,4$++ ,4$++ -3$..






















 24$27'801( 21$47'8-1( 22$37'84( 11$27'8.+( -2$17'80/( ,/$27'8./(
 41$17'803( /-$.7'8-1( 22$37'84( /.$.7'8.+( 14$+7'801( /2$,7'8./(
 /4$,7'802( +$+7'8-1( ..$.7'84( .$.7'8.+( ,0$07'801( 4$/7'8./(
 0$-7'803( ,4$-7'8-1( +$+7'84( ,+$+7'8.+( +$+7'803( ,2$17'8./(




















	  		    	"  	  	   		
















	 	  	   	 " 
	 	































  	  
















































	-#!$"  ((" 























  	" 
  













	   	  ) 

 
  	" 
  
 















  	" 
  












	   	  + 

 
  	" 
  
 



















 $  $ '%$%&*"#%$'- $*'%$%'$
$%&"(#(((*($&'%(&)(
"!%! 
"!% " 	 ! # #!%   
  &"!   " " " ! $ 
$ "'"%! $ !"'$!"" '!""# !!'$#""	
$ 
'##"
"!%"	$  # !%!%&"! "" "
	










		 	  
	 	 		     		  &"!
 " " " $
%& !! $!	

















An erster Stelle möchte ich Frau apl. Prof. Dr. med. Amelie Lupp und Herrn PD Dr. med. Da-
niel Kämmerer für die engangierte und qualifizierte Betreuung dieser Arbeit, viele konstruktive 
Ratschläge und Diskussionen und nicht zuletzt für die gute Arbeitsatmosphäre danken. Durch 
ihre Unterstützung haben Sie mir ein selbstständiges, wissenschaftliches Arbeiten ermöglicht 
und mit Ihrer Bereitschaft zur kooperativen Zusammenarbeit wesentlich zum Gelingen dieser 
Dissertation beigetragen. 
 
Herrn Prof. Dr. rer. nat. Oliver Werz danke ich für die freundliche Betreuung von pharmazeuti-
scher Seite sowie die Übernahme des Zweitgutachtens dieser Arbeit.  
 
Ich danke Herrn Dr. Ralph M. Wirtz und dem STRATIFYER Team, Herrn Dr. rer. nat. Jörg 
Sänger und den weiteren Mitarbeitern des Institues für Pathologie und Zytologie Bad Berka, 
Frau Dr. rer. nat. Maria Athelogou und der DEFINIENS AG sowie Herrn Prof. Dr. med. Stefan 
Schulz für zahlreiche Ratschläge und die stetige Hilfe bei vielen Angelegenheiten.  
 
Allen Mitarbeitern der AG Lupp danke ich für das freundschaftliche Arbeitsklima.  
 








Hiermit erkläre ich, dass mir die Promotionsordnung der Medizinischen Fakultät der Friedrich-
Schiller-Universität bekannt ist, 
ich die Dissertation selbst angefertigt habe und alle von mir benutzten Hilfsmittel, persönlichen 
Mitteilungen und Quellen in meiner Arbeit angegeben sind,  
mich folgende Personen bei der Auswahl und Auswertung des Materials sowie bei der Her-
stellung des Manuskripts unterstützt haben: PD Dr. med. Daniel Kämmerer, apl. Prof. Dr. 
med. habil. Amelie Lupp,  
die Hilfe eines Promotionsberaters nicht in Anspruch genommen wurde und dass Dritte weder 
unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen von mir für Arbeiten erhalten haben, die im 
Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, 
dass ich die Dissertation noch nicht als Prüfungsarbeit für eine staatliche oder andere wissen-
schaftliche Prüfung eingereicht habe und  
dass ich die gleiche, eine in wesentlichen Teilen ähnliche oder eine andere Abhandlung nicht 
















Elisa Neubauer, geb. Specht 





September 1999 – Juni 2007 Philipp Melanchthon Gymnasium Gerstungen 
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife 
 
 
Studium und Promotion 
 
Oktober 2007 – Oktober 2011 Studium der Pharmazie an der FSU Jena 
 August 2009 1. Staatsexamen 
 September 2011 2. Staatsexamen 
 
November 2011 – April 2012 Praktisches Jahr bei der JenaHEXAL / EVER Pharma 
GmbH  
 
Mai 2012 – Oktober 2012 Postgradualer Studiengang zur Diplom-Pharmazeutin am 
Institut für Pharmakologie und Toxikologie der FSU Jena  
 
November 2012 – Mai 2013 Praktisches Jahr in der West-Apotheke Jena 
 
Juni 2013 3. Staatsexamen / Approbation als Apothekerin 
 
Seit Juni 2013 Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Institut für Pharmako-
logie und Toxikologie der FSU Jena 
 
Oktober 2015 Examenspreis des Präsidenten 2015 der FSU Jena für die 









Publikationen in Fachzeitschriften 
 
Kaemmerer D*, Specht E*, Sänger J, Wirtz RM, Sayeg M, Schulz S, Lupp A. 2015a. 
Somatostatin Receptors in Bronchopulmonary Neuroendocrine Neoplasms: New Diagnostic, 
Prognostic, and Therapeutic Markers. J Clin Endocrinol Metab, 100 (3):831-840. 
 
Kaemmerer D, Reimann C, Specht E, Wirtz RM, Sayeg M, Baum RP, Schulz S, Lupp A. 
2015b. Differential Expression and Prognostic Value of the Chemokine Receptor CXCR4 in 
Bronchopulmonary Neuroendocrine Neoplasms. Oncotarget, 6 (5):3346-3358. 
 
Kaemmerer D, Wirtz RM, Fischer EK, Hommann M, Sänger J, Prasad V, Specht E, Baum RP, 
Schulz S, Lupp A. 2015c. Analysis of Somatostatin Receptor 2A Immunohistochemistry, RT-
qPCR, and In Vivo PET/CT Data in Patients with Pancreatic Neuroendocrine Neoplasm. 
Pancreas, 44 (4):648-654. 
 
Specht E, Kaemmerer D, Sänger J, Wirtz RM, Schulz S, Lupp A. 2015. Comparison of 
Immunoreactive Score, HER2/neu Score and H Score for the Immunohistochemical 
Evaluation of Somatostatin Receptors in Bronchopulmonary Neuroendocrine Neoplasms. 
Histopathology, 67 (3):368-377. 
 
Neubauer E, Wirtz RM, Kaemmerer D, Athelogou M, Schmidt L, Sänger J, Lupp A. 2016. 
Comparative Evaluation of Three Proliferation Markers, Ki-67, TOP2A, and RacGAP1, in 





Kongressbeiträge als Erstautor 
 
E. Specht, D. Kaemmerer, R.M. Wirtz, J. Sänger, A. Lupp. „Somatostatinrezeptoren pulmona-
ler neuroendokriner Neoplasien – Neue Targets in der pathologischen Diagnostik“. 







E. Specht, D. Kaemmerer, S. Schulz, R.P. Baum, R.M. Wirtz, A. Lupp. „Somatostatin Recep-
tor Subtypes SSTR1-SSTR5 in Bronchopulmonary Neuroendocrine Neoplasms: An Immuno-
histochemical and qRT-PCR-based Analysis of 167 Tumors“. 
Vortrag auf der „DGHO Jahrestagung 2013“ in Wien, Oktober 2013. 
 
E. Specht, R.M. Wirtz, D. Kaemmerer, S. Schulz, R.P. Baum, A. Lupp „The Assessment of 
Proliferation in BP-NEN Entities Based on the Three Proliferation Markers Ki-67, TOP2A and 
RacGAP1“. 
Poster auf der „ENETS Annual Conference 2014“ in Barcelona, März 2014. 
 
E. Specht, D. Kaemmerer, R.M. Wirtz, J. Sänger, S. Schulz, R.P. Baum, A. Lupp. „Immuno-
histochemical and qRT-PCR-based Evaluation of Somatostatin Receptor 1 to 5 Expression in 
92 Patients with Bronchopulmonary Neuroendocrine Neoplasms“. 
Poster auf der „ENETS Annual Conference 2014“ in Barcelona, März 2014. 
 
E. Specht, D. Kaemmerer, R.M. Wirtz, J. Sänger, S. Schulz, R.P. Baum, A. Lupp. “Characteri-
zation of Somatostatin Receptors, Chromogranin A and Ki-67 in Bronchopulmonary Neuroen-
docrine Neoplasms”. 
Poster auf dem „IZKF-Doktoranden-Symposium“ in Dornburg, April 2014.  
 
E. Specht, D. Kaemmerer, R.M. Wirtz, S. Schulz, C. Werner, A. Lupp. „Expression of Soma-
tostatin Receptors and Proliferation Markers in Bronchopulmonary Neuroendocrine Neo-
plasms and Implications for a Somatostatin Analogue Based Therapy“. 
Poster auf der „DGHO Jahrestagung 2014“ in Hamburg, Oktober 2014. 
 
E. Neubauer, R.M. Wirtz, D. Kaemmerer, C. Reimann, L. Schmidt, J. Sänger, A. Lupp. 
„RacGAP1 – A Novel Marker for Tumor Progression and Invasion in Bronchopulmonary Neu-
roendocrine Neoplasms?“ 
Poster auf der „DGHO Jahrestagung 2015“ in Basel, Oktober 2015. Preisträger -  Posterpreis. 
